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RESUME 
Plasticité d’un allopolyploïde C. arabica en comparaison à ses espèces parentales 
diploïdes: Variations de l’expression des gènes sous stress thermiques 
La polyploïdie est un mécanisme majeur d’adaptation et de spéciation chez les végétaux. Les 
polyploïdes seraient à l’origine de phénotypes nouveaux et de conquêtes de nouvelles niches 
écologiques. Coffea arabica est un allopolyploïde (2n=4x=44) relativement récent issu d’une 
hybridation entre deux espèces diploïdes proches (2n=2x=22), Coffea eugenioides et Coffea 
canephora. Les deux espèces, C. arabica et C. canephora, se différencient par leur aptitude 
par rapport aux variations des conditions environnementales. La culture de C. canephora est 
basée sur des populations présentant une diversité génétique importante alors que celle de C. 
arabica est basée sur une très faible diversité génétique. Nos objectifs ont été d’étudier 1) la 
divergence transcriptomique entre l’allopolyploïde et ses espèces parentales en faisant varier 
les conditions de température pendant la croissance ; 2) la plasticité de l’allopolyploïde face 
aux stress thermiques en s’intéressant à la voie de biosynthèse des acides gras ; 3) la 
comparaison du transcriptome de C. arabica avec les profils obtenus pour les transcriptomes 
de trois groupes génétiques distants de C. canephora. Une micropuce à ADN a été développée 
et des techniques basées sur la PCR quantitative en temps réel (qRT-PCR) et sur le 
séquençage à haut débit de fragments d’ARN (RNAseq) ont été utilisés. Les acides gras ont 
été déterminés par chromatographie en phase gazeuse. Il apparaît que la divergence entre 
l’espèce C. arabica et ses parents varie suivant la température. Nous avons également établi 
une meilleure tolérance traduisant une meilleure plasticité de l’allopolyploïde aux stress 
thermiques. A partir des données RNA seq, nous avons observé une grande variabilité des 
profils de transcriptome des trois groupes génétiques de C. canephora qui traduirait sa 
capacité à s’adapter à des niches écologiques variées. L’ensemble de ces résultats étaye 
l’hypothèse largement admise mais rarement démontrée que la duplication du génome chez 
un allopolyploïde est une source importante de plasticité et jouerait un rôle dans l’adaptation 
de celle-ci. Cette plasticité est basée sur des variations des niveaux d’expression génique dont 
les mécanismes de régulation restent à élucider. 
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ABSTRACT 
Plasticity of the allopolyploid C. arabica in comparison to its diploid parents: Variations 
in gene expression under thermal stress 
Polyploidy is a major adaptation and speciation mechanism in plants. Polyploids are 
responsible for new phenotypes and colonization of new ecological niches. Coffea arabica is 
a relatively recent allopolyploid species (2n=4x=44) derived from hybridization of two close 
diploid species (2n=2x=22), i.e. Coffea eugenioides and Coffea canephora. The two species 
C. arabica and C. canephora differ with respect to their ability to adapt to variations in 
environmental conditions. Genetic diversity is high in cropped C. canephora populations, 
whereas it is very low in cropped C. arabica populations. We aimed to study: 1) 
transcriptomic divergence between the allopolyploid and its parental species by varying the 
temperature conditions during growth; 2) the plasticity of the allopolyploid under thermal 
stress by focusing on fatty acid biosynthesis pathways; 3) a comparison of the C. arabica 
transcriptome with profiles obtained for the transcriptomes of three distant C. canephora 
genetic groups. A DNA microarray was developed and techniques based on real-time 
quantitative PCR (qRT-PCR) and on high-throughput RNA sequencing (RNAseq) were used. 
Fatty acids were determined by gas chromatography. It was found that the divergence 
between the C. arabica species and its parents varied according to temperature. We also noted 
better tolerance, indicating better plasticity of the allopolyploid to thermal stress. Based on the 
RNAseq data, we noted high variability in the transcriptome profiles of the three C. 
canephora genetic groups, reflecting the capacity of this species to adapt to different 
ecological niches. These overall results support the widely accepted but seldom confirmed 
hypothesis that the duplication of an allopolyploid genome is a major source of plasticity and 
has a role in its adaptation. This plasticity is based on variations in genetic expression levels, 
but the regulation mechanisms have yet to be clarified. 
Keywords: Allopolyploidy, plasticity, thermal stress, gene expression levels, fatty acids, 
Coffea arabica, Coffea canephora, Coffea eugenioides. 
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 INTRODUCTION 
GENERALE 
 
 
  
INTRODUCTION GENERALE 
La plasticité phénotypique se traduit par la capacité d’un génotype à produire de 
multiples phénotypes en réponse à des conditions environnementales variées. De nombreux 
changements phénotypiques à forte valeur adaptative, concernant la vigueur et la biomasse, la 
période de floraison, la résistance aux insectes nuisibles ou encore l’adaptation à des stress 
biotiques ou abiotiques, permettraient aux polyploïdes d’occuper de nouvelles niches 
écologiques et favoriseraient leur utilisation dans l’agriculture. Il s’agirait souvent d’espèces 
très vigoureuses avec une capacité à s’adapter à des environnements défavorables aux espèces 
parentales.  
Les espèces polyploïdes sont issues d’une hybridation interspécifique réunissant deux 
génomes plus ou moins divergents ayant évolué indépendamment et/ou d’une duplication du 
génome. L’état polyploïde est très fréquent chez les plantes et des marques de polyploïdies 
anciennes ont été observées chez la plupart des génomes de plantes. La plupart des auteurs 
s’accorde sur la théorie que l’état polyploïde jouerait un rôle important dans la plasticité 
phénotypique et les capacités adaptatives de nouvelles espèces. Les génomes allopolyploïdes 
ne représentent donc pas la simple addition et duplication des génomes parentaux. Dès les 
premières générations, des changements importants interviennent et modifient la structure et 
le fonctionnement des génomes. Leur structure peut être modifiée par des éliminations de 
séquences et des réarrangements chromosomiques ou faire intervenir la méthylation de 
l’ADN ou des histones, l’acétylation des histones ou encore les petits ARNs. Des 
changements dans le fonctionnement des génomes se traduisent par des modifications de 
l’expression transcriptomique et/ou protéomique des génomes. Ces dernières années, les 
variations d’expression génique chez les allopolyploïdes ont fait l’objet de nombreuses 
études. Au niveau transcriptomique, l’expression des gènes peut être observée sous deux 
angles, soit en étudiant de façon globale la divergence d’expression entre l’allopolyploïde et 
ses espèces parentales soit en mesurant le ratio des transcrits dérivant de chaque gène 
homéologue. Pour observer ces variations, différentes techniques ont été développées telles 
que la PCR quantitative en temps réel (qRT-PCR) permettant une analyse de l’expression 
pour un seul gène à la fois, les Puces à ADN permettant une mesure simultanée des niveaux 
d’expression de milliers de gènes et plus récemment le séquençage à haut débit de fragments 
d’ARN (RNAseq) permettant une analyse complète du génome. 
Le café est un produit de consommation international se rangeant parmi les 
exportations agricoles les plus importantes des pays en voie de développement. Sa production, 
son traitement et son commerce sont à l’origine de dizaine de millions d’emplois dans le 
monde ce qui en fait un enjeu économique majeur. La production mondiale repose 
principalement sur deux espèces, le café Arabica (Coffea arabica) et le café Robusta (Coffea 
canephora) représentant respectivement 65% et 35% de la production mondiale. La culture
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des caféiers est répandue dans toute la ceinture intertropicale. Coffea arabica, la seule espèce 
polyploïde du genre Coffea, est issu d’une hybridation interspécifique et d’une duplication du 
génome entre deux espèces parentales africaines proches génétiquement, C. eugenioides et C. 
canephora. Coffea arabica est une espèce relativement récente (10-50000 ans) originaire 
d’une région limitée du Sud-ouest de l’Ethiopie. 
Au cours de cette thèse, nous proposons d’étudier les variations du transcriptome chez 
l’allopolyploïde, C. arabica, et ses deux espèces parentales. Sachant que les trois espèces 
possèdent une écologie différentes, C. arabica est un modèle d’étude très intéressant pour 
tenter d’observer la plasticité d’une espèce et sa dépendance aux conditions 
environnementales pouvant entraîner une capacité adaptative de celle-ci à des milieux 
considérés défavorables pour ses espèces parentales. 
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Spéciation sympatriqueSpéciation parapatriqueSpéciation péripatriqueSpéciation allopatrique
Barrière
Barrière
Effet de 
fondation
A.1 A.2 B C
Figure 1 : Les différents types de spéciation. 
Cette différenciation entre les types de spéciation est fonction de la géographique. Le cercle vert 
représente la population d’origine et le cercle jaune, la population nouvellement formée. 
Il existe trois types de spéciation. A1. La spéciation allopatrique qui résulte de l’évolution 
divergente de populations géographiquement isolées les unes des autres. Barrière : causes 
géographiques, écologiques, comportementales et/ou génétiques. A2. La spéciation péripatrique 
est un cas particulier de la spéciation allopatrique qui résulte de l’évolution divergente de 
populations isolées de façon périphérique. B. La spéciation parapatrique résulte de l’évolution 
divergente de populations qui sont géographiquement adjacentes les unes aux autres. C. La 
spéciation sympatrique résulte de l’évolution divergente de populations issues d’une même zone 
géographique. 
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I. POLYPLOÏDIE : MODIFICATIONS DES GENOMES, DU 
TRANSCRIPTOME ET DU PHENOTYPE 
I.1 GENERALITES SUR LA POLYPLOÏDIE ET LES POLYPLOÏDES 
I.1.1 Notion de spéciation 
I.1.1.1 Définition 
La spéciation a un rôle majeur dans la diversification biologique (Rieseberg et Willis, 
2007). Elle peut être définie par un isolement reproductif ayant des causes géographiques, 
écologiques, comportementales et/ou génétiques, par un arrêt d’échanges génétiques entre des 
populations qui deviendront des espèces différentes et par l’accumulation de différences 
génétiques et phénotypiques (Luchetta et al., 2005). Ces trois aspects sont liés et peuvent se 
dérouler de manière simultanée ou successive (ordre variable). Il existe trois types de 
spéciation1 : 
- La spéciation allopatrique est issue d’une divergence progressive de populations 
complètement isolées les unes des autres, entre lesquelles les échanges géniques ne 
peuvent avoir lieu (Figure 1.A.1). Au cours de la spéciation allopatrique, une population 
peut également se former par effet de fondation2 (spéciation péripatrique ; Figure 
1.A.2). 
- La spéciation parapatrique est issue d’une divergence progressive de populations 
géographiquement adjacentes, entre lesquelles les échanges géniques sont possibles 
(Figure 1.B). 
- La spéciation sympatrique est issue d’une divergence de populations entièrement 
chevauchantes originaires d’une même zone géographique entre lesquelles les échanges 
génétiques s’arrêtent (Figure 1.C). 
I.1.1.2 Les spéciations homoploïde et polyploïde 
La formation de nouvelles espèces peut se produire à la suite d’une hybridation 
interspécifique réunissant deux génomes plus ou moins divergents ayant évolué 
indépendamment (spéciation dite « homoploïde ») et/ou d’une duplication du génome 
(spéciation dite « polyploïde »). La spéciation homoploïde est à l’origine de nouvelles lignées 
hybrides n’ayant pas subi de changements de niveau de ploïdie (Buerkle et al., 2000) alors 
que la spéciation polyploïde conduit à la duplication du génome entier de l’individu 
 
1 Définition des différents types de spéciation en fonction de la géographie. 
2 Spéciation dite « péripatrique ». La population initiale ne se divise pas de façon équivalente en deux groupes d’individus mais en un petit 
groupe d’individus qui sera isolé soit par la mise en place d’une barrière géographique, soit par la migration de ce dernier. 
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ALLOPOLYPLOÏDIE
Combinaison de 2 ou plusieurs génomes d’espèces différentes mais proches
AUTOPOLYPLOÏDIE
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Figure 2 : Les différents types de polyploïde : Les autopolyploïdes et les allopolyploïdes. 
Pour plus de simplicité une seule paire de chromosomes est représentée (en mauve et en vert). 
A. Les autopolyploïdes sont formés par la duplication de génomes. Dans cette figure est représentée 
la formation d’un autotétraploïde par doublement chromosomique d’une espèce diploïde. 
L’autotétraploïde est formé de chromosomes homologues, c'est-à-dire identiques entre eux. B. Les 
allopolyploïdes sont formés par la combinaison de deux ou plusieurs génomes d’espèces différentes 
mais proches. Dans cette figure est représentée la formation d’un allotétraploïde par hybridation et 
doublement chromosomique entre deux espèces diploïdes différentes mais proches. L’allopolyploïde 
est formé de chromosomes homologues (mauve ou vert) et homéologues (mauve et vert). 
Figure 3 : Les chromosomes chez les espèces diploïdes et allopolyploïdes. 
Pour plus de simplicité une seule paire de chromosomes est représentée (en mauve et en vert). 
Les espèces diploïdes sont constituées de chromosomes homologues. Après hybridation et 
doublement chromosomique, ces chromosomes se retrouvent dans un même individu deviennent des 
chromosomes homéologues. 
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(Rieseberg et Willis, 2007). La spéciation polyploïde conduit soit à la formation d’espèces 
allopolyploïdes issues d’une hybridation interspécifique et d’une duplication du génome soit à 
la formation d’espèces autopolyploïdes issues uniquement d’une duplication du génome. Les 
hybrides interspécifiques ont une stérilité plus ou moins importante due à une divergence des 
génomes parentaux induisant des incompatibilités génomiques et des problèmes 
d’appariement chromosomique à l’origine de méioses irrégulières. Il a également été montré 
que le « choc génomique3 » issue d’une hybridation interspécifique réunissant dans un même 
individu des réseaux hiérarchiques de régulation divergents (Riddle et Birchler, 2003) pouvait 
entraîner une dérégulation de l’expression des gènes et conduire ainsi à une stérilité des 
hybrides (Renaut et al., 2009). Chez les espèces allopolyploïdes, la duplication du génome 
restaure une certaine fertilité, après une ou plusieurs générations. 
I.1.2 Le phénomène de polyploïdisation 
Le terme de polyploïdie a été introduit, pour la première fois, par Winkler en 1916 et 
l’hypothèse de son importance dans l’évolution des angiospermes a été émise par Winger en 
1917 (Chen et Ni, 2006). La polyploïdisation est un cas particulier de duplication au cours 
duquel le génome entier se duplique (whole-genome duplication, WGD). Elle peut être 
observée à différentes échelles, c’est à dire aussi bien pour une population, une espèce, un 
individu que pour un organe, un tissu ou encore une cellule. 
I.1.2.1 Les différents types de polyploïdie 
En 1926, Kihara et Ohno décrivent, pour la première fois, les concepts d’auto- et 
d’allopolyploïdie. D’après Grant en 1971, on peut diviser les polyploïdes en différents 
« types » : les autopolyploïdes, les polyploïdes segmentaires, les polyploïdes disomiques ou 
amphidiploïdes et enfin les auto-allopolyploïdes. Par la suite, cette division a été simplifiée à 
deux « types » de polyploïdie (Stebbins, 1971 ; Osborn et al., 2003 ; Chen, 2007) : 
- Les autopolyploïdes, issus de la multiplication d’un seul génome ou de différents 
génomes d’une même espèce, possèdent des chromosomes dits homologues (schéma 
X.A). Ces chromosomes homologues, se retrouvant dans un même individu, sont 
identiques (Figure 2.A). 
- Les allopolyploïdes, issus de la combinaison de deux ou plusieurs génomes d’espèces 
différentes, possèdent des chromosomes dits homéologues (Figure 2.B). Chez ces 
chromosomes homéologues (Figure 3), les gènes ne sont pas toujours conservés et leur 
ordre peut être différent. 
 
3 Définition de MacClintock en 1984 exprimant l’évènement dû à la réunion de deux génomes plus ou moins divergents ayant évolué 
indépendamment. 
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de la diversité des polyploïdes. Soit 
ces espèces sont issues d’une 
origine unique, soit elles issues 
d’une origine multiple. 
Figure 5 : Les différentes voies de 
formation des allopolyploïdes. 
Pour plus de simplicité une seule 
paire de chromosomes est 
représentée (en mauve et en vert). 
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Pour plus de simplicité une seule paire de 
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SDR. Les gamètes de type SDR 
possèdent des paires de chromatides 
sœurs. FDR. Les gamètes de type FDR 
possèdent une chromatide de chaque 
chromosome présent chez l’organisme 
2n. 
D’après Bretagnolle et Thompson, 1995 
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I.1.2.2 La formation des polyploïdies 
Lors de la formation des polyploïdes, la transmission de la diversité des espèces 
parentales peut avoir un rôle majeur de leur diversité. Certaines espèces ont une origine 
multiple et sont issues de croisements réciproques4 tels que Tragopogon (Figure 4). D’autres 
espèces ont une origine associée à peu de croisements tel que Spartina voire unique tel que 
Arabidopsis suecica (Chen et Ni, 2006 ; Figure 4). La diversité génétique des espèces ayant 
une origine unique serait plus faible que celles des espèces ayant une origine multiple 
favorisant l’introduction d’une plus grande part de la diversité des espèces parentales. Cette 
variabilité initiale peut être altérée par des pressions de sélection anthropiques et naturelles. 
Cependant, les mécanismes concernant la régulation de l’expression des gènes dupliqués chez 
les allopolyploïdes peuvent influer et générer de la diversité aussi bien génétique que 
morphologique. 
Le passage de l’état diploïde à l’état allopolyploïde peut se faire soit par une hybridation 
interspécifique entre autopolyploïdes5 (Figure 5.A), soit par la fusion de gamètes non-réduites 
(Figure 5.B), soit par d’un doublement chromosomique6 (Figure 5.C), (Chen, 2007). La 
fusion de gamètes non-réduits serait le modèle prédominant7 du passage de l’état diploïde à 
l’état polyploïde. Lors de la méiose, un organisme à 2n chromosomes forme des cellules à n 
chromosomes. Pour obtenir ces cellules, une étape de réplication de l’ADN est suivie de deux 
divisions successives, réductionnelle8 et équationnelle9. Cette méiose peut être perturbée et 
conduire à la formation de gamètes non-réduits (2n chromosomes), (Bretagnolle et 
Thompson, 1995). Deux types de gamètes non-réduits peuvent être observés, les « First-
Division Restitution » et les « Second-Division Restitution » (Figure 6). Les gamètes de type 
FDR possèdent une chromatide (recombinée ou non) de chaque chromosome présent chez 
l’organisme 2n (Figure 6). Les gamètes 2n obtenus ne présentent pas de traces de la première 
division méiotique. A contrario, les gamètes de type SDR possèdent des paires de 
chromatides sœurs (Figure 6). Les gamètes obtenus ne présentent pas de traces de la seconde 
division méiotique. 
 
4 Populations avec les deux cytoplasmes parentaux possibles. 
5 Hybridation entre deux espèces autopolyploïdes proches mais différentes. 
6 Hybridation entre deux espèces proches mais différentes suivie d’un doublement du jeu de chromosomes de l’hybride. 
7 Cette voie est considérée comme le modèle prédominant sachant que de nombreuses espèces végétales présentent des anomalies de la 
méiose. 
8 La première division méiotique, ou division réductionnelle, conduit à la séparation des chromosomes homologues. 
9 La seconde division méiotique, ou division équationnelle, conduit à la séparation des chromatides sœurs. 
 5
REVUE  BIBLIOGRAPHIQUE 
I. POLYPLOÏDIE : Modifications des génomes, du transcriptome et du phénotype 
 
                                                
I.1.2.3 Les différents comportements méiotiques chez les polyploïdes 
Le phénomène de polyploïdisation a un impact majeur sur la méiose. En général, les 
polyploïdes pairs (4n, 6n …) sont dits « stables », c’est à dire fertiles et les polyploïdes 
impairs (3n, 5n…) sont plus ou moins stériles. Cette stérilité est due à la difficulté de répartir 
de manière équitable, au cours de la méiose, les chromosomes entre les deux cellules filles 
(Luchetta et al., 2005). En fonction de caractéristiques génétiques et cytogénétiques, des 
comportements méiotiques différents sont observés : 
- Chez les polyploïdes polysomiques, des multivalents sont formés à la suite 
d’appariements entre plus de 2 chromosomes homologues. Les autopolyploïdes sont 
souvent polysomiques (Butruille et Boiteux, 2000). Toutefois, il faut noter que les 
polyploïdes polysomiques ne conduisent pas nécessairement à la formation de 
multivalents comme par exemple chez la Canne à sucre (Al-Janabi et al., 1993) 
- Chez les polyploïdes disomiques, seuls des bivalents sont formés à la suite 
d’appariements se faisant uniquement entre chromosomes homologues (Chen, 2007). En 
générale, les allopolyploïdes sont considérés comme disomiques. Toutefois, il faut 
différencier les amphidiploïdes pour lesquels la formation de bivalents est stricte et les 
allopolyploïdes segmentaires pour lesquels la formation de multivalents est possible. Si 
les chromosomes homéologues possèdent des segments homologues, l’appariement peut 
se faire entre les chromosomes homéologues (Chen, 2007). 
I.1.3 Les espèces polyploïdes chez les êtres vivants 
Depuis longtemps, la polyploïdie a été reconnue comme un mécanisme de l’évolution 
des eucaryotes (Osborn et al., 2003). Elle est présente chez les êtres vivants à différentes 
fréquences et sous des formes d’hybrides inter- et intra-spécifiques (Rieseberg et al., 2003 ; 
Mavàrez et al., 2006 ; Chen, 2007). La polyploïdie a été observée chez les champignons, au 
cours d’études sur des levures (Saccharomyces cerevisiae ; Albertin et al., 2009), ou 
desoomycètes (Phytophthora sp. ; Martens et De Peer, 2010), les végétaux et les animaux. 
I.1.3.1 Fréquence et récurrence de la polyploïdie chez les végétaux 
La polyploïdie est un mécanisme majeur d’adaptation et de spéciation chez les végétaux 
(Ramsey et Schemske, 1998, Otto et Whitton, 2000 ; Adams, 2007). Une étude récente10 
montre que, pour 15% des angiospermes et 31% des ptéridophytes, les évènements de 
spéciation seraient accompagnés d’une augmentation du niveau de ploïdie (Wood et al., 
 
10 Etude de Wood et al. en 2009 sur la fréquence de la polyploïdie chez les plantes vasculaires. Les auteurs ont estimé la fréquence de la 
polyploïdie en repérant les changements dans le niveau de ploïdie au travers d’arbres phylogénétiques de plantes crées à partir de leur nom 
infragénérique (rang inférieur au genre). 
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2009). La plupart des plantes cultivées ou encore la quasi-totalité des plantes ornementales 
sont polyploïdes (Luchetta et al., 2005). Des formes performantes de polyploïdes sont 
cultivées comme le blé, le coton, la banane, la canne à sucre ou encore le café, et de 
nombreuses études ont été menées sur ces diverses plantes. La polyploïdisation peut être très 
récente. C’est le cas du Tragopogon, où deux espèces allopolyploïdes (T. miscellus et T. 
mirus) se sont formées naturellement il y a moins de 80 ans. Il a été observé qu’un nouveau 
Tragopogon allotétraploïde apparaîtrait tous les ans. (Tate et al., 2006 ; Chen, 2007). Des 
marques de polyploïdies plus anciennes sont fréquemment observées chez les génomes des 
plantes. Ces paléopolyploïdes ont subi au moins un évènement de duplication du génome 
entier (WGD) suivi d’une perte massive de gènes et d’une réorganisation génomique par 
diploïdisation (Wolfe, 2001 ; Chen, 2007). Parmi eux on trouve Arabidopsis, Gossypium ou 
encore Zea mays (Chen, 2007). Chez les angiospermes, Cui et al. (2006) ont montré que des 
traces de paléopolyploïdie étaient présentes dans presque toutes les espèces étudiées sauf 
Amborella trichopoda11. Pour nombre d’entre elles, plusieurs évènements de polyploïdie se 
sont superposés au cours du temps évolutif ce qui confirme le caractère récurrent de la 
polyploïdie dans l’évolution des espèces. 
I.1.3.2 Fréquence et récurrence de la polyploïdie chez les animaux 
Du fait de l’impact de la polyploïdisation sur la détermination sexuelle et le 
développement de l’animal, la polyploïdie est plus rare chez les animaux que chez les plantes 
(Muller, 1925 ; Mable, 2004 ; Chen, 2006 et 2007). Malgré la faible fréquence de cet état 
chez les espèces animales comparées aux espèces végétales, on constate tout de même que la 
polyploïdie se retrouve chez des espèces animales très différentes les unes des autres 
(amphibiens, reptiles, insectes, crustacés, poissons et divers vertébrés ; Otto et al., 2007). On 
peut citer comme exemple l’espèce de mammifère pour laquelle un évènement de 
polyploïdisation a été observé, les rats-viscaches12 (Gallardo et al., 1999 et 2004). 
I.1.4 Rôle de la polyploïdie dans l’adaptation et l’évolution des espèces 
Les polyploïdes seraient à l’origine de phénotypes nouveaux, d’une diversification 
écologique et de conquêtes de nouvelles niches écologiques (Otto et Whitton, 2000 ; Adams, 
2007). On suppose que l’état d’hétérozygotie fixé leur permettrait l’obtention d’un large panel 
de nouveaux allèles intervenant au cours de la sélection, de la mutation et de l’évolution 
génétique (Adams, 2007). 
 
11 Le genre Amborella est considéré comme le taxon le plus basal des angiospermes. Les Amborella seraient les uniques espèces sœurs de 
tous les angiospermes (Kim et al., 2004 ; Soltis DE et Soltis PS, 2004). 
12 Il existe deux espèces sœurs, Tympanoctomys barrerae (2n=4x=102) et Pipanacoctomys aureus (2n=4x=92). Tympanoctomys barrerae est 
l’espèce mammifère au plus grand nombre de chromosomes. L’évènement d’allopolyploïdisation est relativement récent et aurait eu lieu il y 
a 6.5 Mya (Gallardo et Kirsh, 2001). 
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A. Cinq grands groupes d’espèces 
sont représentés : les Angiospermes 
et les Mousses pour les Végétaux, les 
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Ciliés. Cette représentation de Van de 
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des temps (du Précambrien au 
Cénozoïque). B. Fawcett et al. (2009) 
représentent les évènements de 
duplication chez les Angiospermes 
observés au cours de l’évolution des 
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les différents évènements se sont 
produits au cours de la crise K-T. 
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I.1.4.1 Diversification et évolution des espèces 
La polyploïdie serait la clef de la diversification des espèces végétales (Soltis, 2009) et de leur 
succès évolutif à long terme (Van de Peer et al., 2009). D’après Fawcett et al. (2009), la 
majorité des WGD se regroupe au cours d’une unique période coïncidant à la crise crétacé-
tertiaire13 (KT ; Figure 7.B). Avec l’idée que les espèces polyploïdes auraient une adaptabilité 
supérieure et une tolérance accrue à des conditions environnementales variables, les auteurs 
ont émis l’hypothèse que la polyploïdie aurait contribué à la survie et à la diffusion des 
espèces de plantes pendant ou à la suite d’évènements d’extinction produits à la crise KT. 
Mais il faut tout de même nuancer le lien qu’il peut y avoir entre les extinctions massives 
d’espèces et les évènements de WGD car pour certains paléopolyploïdes tels que des 
champignons (Saccharomyces cerevisiae) ainsi que pour l’apparition des Eudicotylédones 
supérieurs14 (core eudicotyledons), il n’y a aucune indication qui permette de relier ces deux 
évènements (Van de Peer et al., 2009 ; Figure 7.A). Selon ces auteurs, il est également 
difficile de définir le rôle de la polyploïdie dans la diversification et l’évolution des espèces et 
de savoir si la polyploïdie a un rôle dans la survie des organismes lors des extinctions 
massives ou si elle facilite les transitions évolutives et la complexification biologique15. 
I.1.4.2 Adaptation et plasticité phénotypique 
Dans des environnements adaptés aux parents diploïdes, les polyploïdes et diploïdes se 
développent et cohabitent alors que dans des environnements non adaptés aux parents 
diploïdes tels que les hautes altitudes et latitudes où les températures sont plus froides, les 
polyploïdes survivent mieux que leur parents diploïdes (Chen, 2007). L’adaptation à de 
nouvelles niches écologiques peut être illustrée par le cas des plantes invasives et des plantes 
arctiques. Comme le soulignent Prentis et al. (2008), la majorité des plantes invasives sont 
polyploïdes. Cette hypothèse peut s’expliquer par des différences de fitness ou de compétition 
entre des populations ayant différents niveaux de ploïdie et par une meilleure colonisation des 
polyploïdes dans des milieux extrêmes comme cela a été observé dans la flore arctique 
(Prentis et al., 2008). Brochmann et al. (2003) soulignent que le succès de la colonisation des 
polyploïdes dans la zone arctique serait basé sur l’état d’hétérozygotie fixé de leur génome. 
 
13  La crise KT, survenue il y a environ 65 millions d’années, est la plus récente des extinctions massives d’espèces. L’origine de cette crise 
n’est pas encore clairement établie, un ou plusieurs évènements pourraient en être la cause comme l’impact d’astéroïdes ou une activité 
volcanique intense. 
14 Les Eudicotylédones supérieurs ou noyau des dicotylédones vraies appartiennent aux angiospermes. Ils forment un groupe 
monophylétique comprenant de grands clades comme les Rosidées et les Astéridées. 
15 Exemple de l’interaction angiospermes et insectes. Cette interaction aurait joué un rôle majeur dans la diversification des niches 
écologiques chez les angiospermes. Les angiospermes ont développé des innovations facilitant grandement la pollinisation par les insectes 
telles que l’association des organes reproducteurs mâles et femelles sur le même axe ou encore le développement de périanthe très coloré. 
Les phénomènes de polyploïdisation des angiospermes seraient associés à l’explosion de la pollinisation par les insectes à la même période 
qui auraient permis aux plantes de conquérir de nouvelles niches écologiques (Van de Peer et al., 2009). 
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Cet état permettrait une meilleure survie des espèces pendant des périodes climatiques 
instables. 
La plupart des auteurs s’accorde sur la théorie que l’état polyploïde jouerait un rôle important 
dans la plasticité phénotypique et les capacités adaptatives des nouvelles espèces. La plasticité 
phénotypique se traduit par la capacité d’un génotype à produire de multiples phénotypes en 
réponse à des conditions environnementales variées (Pfenning, 2010). L’acquisition de 
certains caractères par les polyploïdes, comme la tolérance aux fortes sécheresses, la 
production de graines asexuées, la résistance aux insectes nuisibles, le temps de floraison, la 
taille des organes et la biomasse, permettrait à ceux-ci d’occuper de nouvelles niches 
écologiques et favoriseraient leur utilisation dans l’agriculture. (Osborn et al., 2003 ; Chen, 
2007). Il a été observé chez plusieurs espèces polyploïdes une vigueur et une biomasse plus 
importantes que chez les espèces parentales diploïdes. Ni et al. (2009) soulignent que, dans 
des conditions environnementales contrôlées, il y a un accroissement de la vigueur 
assimilable à de la vigueur hybride16 chez un allotétraploïde néosynthétique d’Arabidopsis (A. 
thaliana x A. arenosa) par rapport à ses deux parents. Dans cette étude, les auteurs montrent 
que l’allopolyploïde présenterait un meilleur contrôle du rythme circadien jouant un rôle dans 
la croissance et permettant un rôle la synthèse accrue de chlorophylle et d’amidon. Anssour et 
al. (2009) soulignent également, qu’au niveau cellulaire, des lignées allopolyploïdes de 
Nicotiana (N x obtusiata) ont des phénotypes intermédiaires aux parents. Dans cette étude, les 
auteurs montrent que les auto- et allopolyploïdes naturels de Nicotiana subiraient des 
changements morphologiques, génétiques et génomiques. Des études ont été menées sur 
d’autres espèces telles que Brassica (Lukens et al., 2003) et Triticum (Takumi et al., 2009) 
pour lesquelles des changements morphologiques et des variations dans la période de 
floraison ont été constatés. Chez Spartina (Ainouche et al., 2004 et 2009 ; Maricle et al., 
2006), des différenciations morphologiques observées relèveraient d’une très grande plasticité 
phénotypique de l’allopolyploïde naturel (Spartina anglica) se traduisant par sa très large 
amplitude écologique et sa tolérance aux conditions réductrices et aux sédiments riches en 
sulfites. 
 
16 La vigueur hybride ou hétérosis est définie par une meilleure croissance et survie des hybrides comparés aux espèces parentales (Chen, 
2010). 
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~11.4 Ma
~1,5 Ma
300,000-12,000 ans
<150 ans
<80 ans
~60 ans
Zea mais (Maïs)
Gossypium hirsutum (Coton)
Arabidopsis suecica (Arabette)
Spartina anglica (Spartine)
Tragopogon miscellus (Salsifis sauvage)
Senecio cambrensis (Séneçon)
~8000 ans Triticum aestivum (Blé)
Polyploïdes synthétiques
(Génomes contributifs exacts 
connus et disponibles)
Polyploïdes naturels très récents
(Génomes contributifs exacts connus et 
disponibles)
Récents
Anciens
Polyploïdes naturels établis
(Génomes contributifs exacts souvent 
inconnus ou non disponibles, 
évolution après polyploïdisation)
< 10,000 ans Brassica napus (Colza)
< 200,000 ans Helianthus decapetalus (Tournesol)
~3.7 Ma Brassica oleracea (Chou)
Figure 8 : Représentation de différents modèles d’étude au cours du temps. 
Sur cette figure sont cités des exemples de polyploïdes naturels établis anciens ou récents et de 
polyploïdes très récents (moins de 200 ans) souvent utilisés comme modèles d’étude de la 
polyploïdie. 
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I.2 ROLE DE LA POLYPLOÏDIE DANS L’EXPRESSION GENIQUE 
Les phénotypes nouveaux17 observés chez les polyploïdes suggèrent des variations 
dans l’expression des gènes chez les espèces polyploïdes. Les conséquences de la polyploïdie 
sur l’expression génique des polyploïdes ont été étudiées en fonction de l’espèce et du type de 
polyploïdie (auto- et allopolyploïde). Dans les différentes études traitant de l’expression 
génique, les polyploïdes sont divisés selon trois catégories (Figure 8) : 
- Les polyploïdes naturels établis pour lesquels les génomes contributifs sont souvent 
inconnus ou non disponibles dû à l’évolution des espèces après le phénomène de 
polyploïdisation. Chez ces polyploïdes, on retrouve les espèces telles que Zea mais, 
- Gossypium hirsutum, Arabidopsis suecica, Helianthus decapetalus, Brassica napus, 
Brassica oleracea ou encore Triticum aestivum (Figure 8). Ces polyploïdes peuvent 
être considérés comme anciens ou plus ou moins récents. 
- Les polyploïdes naturels très récents pour lesquels les génomes contributifs sont 
connus et disponibles. Chez ces polyploïdes, on retrouve les espèces telles que 
Spartina anglica, Tragopogon miscellus ou encore Senecio cambrensis (Figure 8). 
Les polyploïdes synthétiques pour lesquels les génomes contributifs sont connus et 
disponibles. Ce sont des formes analogues aux polyploïdes naturels qui sont formées par 
hybridation et doublement à la colchicine (Blakeslee et Avery, 1937 ; Figure 8). Comme 
les espèces naturelles récentes, les allopolyploïdes synthétiques sont considérés comme de 
bons modèles d’étude car ils permettraient des comparaisons exactes avec les parents 
diploïdes (Osborn et al., 2003). Cependant, les hybrides ont une stérilité souvent très 
faible due au « choc génomique » qui entraîne des dérégulations de l’expression génique 
(voire paragraphe I.1.1.2). 
L’analyse du transcriptome permet d’estimer le rôle de la polyploïdie dans l’expression 
des gènes. Cette analyse peut se faire soit en comparant le niveau d’expression global 
entre les allopolyploïdes et leurs parents soit en déterminant la contribution de chaque 
sous-génome homéologue au transcriptome de l’allopolyploïde. 
 
17 Phénotypes absents ou supérieurs aux deux parents. 
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Figure 9 : Notions additivité et de non-additivité. 
Les espèces parentales sont représentées en vert et mauve et l’espèce allopolyploïde en rouge. 
Les zones rouges hachurées représentent les zones d’expression de l’allopolyploïde en 
situation d’additivité ou de non-additivité par rapport aux espèces parentales. 
EXPRESSION GENIQUE SUR-REGULATION
SOUS-
REGULATION
‘DOMINANCE’
Le niveau d’expression de 
l’allopolyploïde est proche de 
celui d’un des deux parents
Parent 1
Parent 2
‘TRANSGRESSION’
Le niveau d’expression de 
l’allopolyploïde est supérieur ou 
inférieur au niveau d’expression 
des deux parents
Expression parentale non 
différentielle
Expression 
parentale 
différentielle
Parent 1
Parent 2
A
A
A
A
A
A
A
A
P1
P2
‘ADDITIVITE’
Le niveau d’expression de l’allopolyploïde se situe entre les niveaux 
d’expression des deux parents
‘NO CHANGE’
Le niveau d’expression de l’allopolyploïde est égal au niveau 
d’expression des deux parents
A A
A
A
A
P1
P1
P1
P1
P1
P1
P1
P1
P1
P1
P1
P1
P2
P2
P2
P2
P2
P2
P2
P2
P2
P2
P2
P2
Figure 10 : Profils d’expression de l’allopolyploïde comparé à ses espèces parentales. 
P1 et P2 représentent les espèces parentales et A représente l’espèce allopolyploïde. Les quatre 
catégories sont représentées : ‘dominance’, ‘transgression’, ‘additivité’ et ‘No change’. Pour 
les catégories de ‘dominance’ et de ‘transgression’, des subdivisions sont faites en fonction de 
la dominance vers l’un des deux parents et/ou en fonction de la sur-expression ou sous-
expression du gène. Les catégories de ‘dominance’ et de ‘transgression’ représentent les gènes 
à expression non-additive. 
D’après Rapp et al., 2009 
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I.2.1. Etudes du transcriptome 
I.2.2.1 Notions d’additivité et de non-additivité 
Les conséquences de la polyploïdie sur l’expression génique ont fait l’objet de 
nombreuses études qui se sont inspirées de modèles de génétique quantitative basés sur les 
notions d’additivité et de non-additivité (Figure 9) : 
- L’additivité se définit par le niveau d’expression d’un gène chez un allotétraploïde qui 
est égal à la moyenne de l’expression du même gène chez les parents diploïdes (Figure 
9). 
- La non-additivité se définit par le niveau d’expression d’un gène chez un 
allotétraploïde qui n’est pas égal à la moyenne de l’expression du même gène chez les 
parents diploïdes. Les polyploïdes montrent ainsi des niveaux d’expression 
intermédiaires, non présents et/ou ‘excédants’18 ceux de leurs parents diploïdes et des 
sur-expressions et sous-expressions du transcriptome (Figure 9). 
Ces deux notions sont associées à des modèles théoriques qui tentent de catégoriser les 
différentes variations de l’expression génique entre l’allopolyploïde et ses parents. Les 
modèles théoriques prévoient 3 grandes catégories, l’additivité, la dominance et la 
transgression (Figure 10 ; Rapp et al., 2009). Ces catégories sont subdivisés en sous 
catégories (en général, 12 catégories au total ; Figure 10) suivant l’orientation du gène de 
l’allopolyploïde vers une des espèces parentales et/ou la sur-régulation ou sous-régulation du 
gène d’intérêt chez l’allopolyploïde comparé aux parents. Certaines études ajoutent une 
treizième catégorie « No change » pour laquelle aucune variation n’est observée (Figure 10). 
Il faut tout de même noter qu’il est difficile de classer l’expression d’un gène de façon exacte. 
En effet pour s’approcher des modèles théoriques, il est nécessaire d’avoir une approche 
statistique qui mesure quantitativement l’expression de l’allopolyploïde comparée à celle des 
parents permettant ainsi de classer ce gène dans une des catégories. Au cours de ces analyses 
statistiques, le choix du seuil de probabilité est important car il détermine le nombre de gène 
pouvant entrer ou non dans les catégories d’additivité, de dominance et de transgression. Pour 
un seuil donné, il existe une catégorie de gènes dont le niveau d’expression sera défini comme 
« équivalent » entre les trois espèces et qui seront donc classés dans la catégorie « No 
change ». Cette catégorie traduirait l’écart existant entre les modèles théoriques et la mesure 
de l’expression. Cet écart est dépendant de la précision et de la répétabilité de la mesure. Dans 
la bibliographie, l’interprétation des modèles théoriques varie selon les auteurs. D’autre part 
les pourcentages d’additivité et de non-additivité sont observés en fonction de techniques 
 
18  Ces niveaux d’expression excédants les niveaux d’expression des parents diploïdes peuvent être positifs ou négatifs. On parle de sur-
expression quand le niveau d’expression ‘excédant’ est positif et de sous-expression quand le niveau d’expression ‘excédant’ et négatif. 
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Biais total vers le sous-génome du parent 1 
(mise sous silence du parent 2)
Biais total vers le génome du parent 2 
(mise sous silence du parent 1)
Biais partiel vers le sous-génome du parent 
1 (dominance du parent 1)
Biais partiel vers le sous-génome du parent 
2 (dominance du parent 2)
Aucun changement
Modèle de prévision de 
l’expression des sous-
génome après l’hybridation
Expression égale entre les 
deux sous-génomes
Profils d’expression génique 
possibles des sous-génomes
après hybridation
Figure 11 : Profils des sous-génomes parentaux chez les allopolyploïdes. 
P1 et P2 représentent les espèces parentales. Les proportions en vert et en mauve représentent 
les proportions de transcrits homéologues de chaque sous-génome. Les trois catégories sont 
représentées, le biais total vers l’un des sous-génomes, le biais partiel vers l’un des sous-
génomes et la catégorie « aucun changement ». 
D’après Flagel et al., 2008
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statistiques différentes utilisées par les auteurs. Il est faut souvent relativiser les comparaisons 
effectuées entre les espèces, les techniques et les seuils statistiques observées dans la 
bibliographie. 
I.2.2.2 Observation de l’expression relative des gènes 
homéologues 
Le rapport des quantités de transcrits homéologues peut être exprimé en pourcentage 
de l’expression totale. Différents profils d’expression des sous-génomes peuvent être observés 
(Figure 9 ; Flagel et al., 2008) : 
- Le profil ‘aucun changement’ pour lequel les sous-génomes sont coexprimés de 
manière égale chez l’allopolyploïde (Figure 11). 
- Les profils de ‘biais partiels vers l’un des sous-génomes parentaux’ pour lesquels la 
co-expression des sous-génomes est inégale. Un des sous-génomes parentaux est le plus 
exprimé. La détermination de ce biais est fonction des analyses statistiques utilisées 
(Figure 11). 
- Les profils de ‘biais total vers l’un des sous-génomes parentaux’ pour lesquels un des 
sous-génomes parentaux est mis sous silence (Figure 11). 
I.2.2.3 Les autopolyploïdes et les variations d’expression 
génique 
Chez les autopolyploïdes, il existe peu d’études sur le plan expression de gènes 
(Parisod et al., 2010). Dans la plupart des études, il a été observé que le phénomène 
d’autopolyploïdie a peu d’influence sur le transcriptome et le protéome. Au niveau du 
transcriptome, seulement 10% des variations d’expression ont été observés chez des 
autopolyploïdes synthétiques de Solanum phureja (Stupar et al., 2007), 4.2% chez des 
autopolyploïdes synthétiques d’Isatis indigotica (Lu et al., 2006) et 1.3% chez des 
autopolyploïdes synthétiques de Paspalum notatum (Martelotto et al., 2005). En ce qui 
concerne les espèces autopolyploïdes naturelles, les observations sont identiques. Une étude 
de Church et Spaulding (2009) portant sur l’espèce Helianthus decapetalus, montre que 
seulement 6.6% des variations d’expression sont observés. Au niveau du protéome, des 
résultats similaires sont observés. Une étude d’Albertin et al. (2005) ne montre aucun 
changement significatif dans l’expression de gènes chez l’autopolyploïde Brassica oleracea. 
Comme le suggère Parisod et al. (2010), le doublement génomique induit peu de variations 
dans l’expression de gènes que ce soit à court terme (étude sur des autopolyploïdes 
synthétiques) ou à long terme (étude sur des autopolyploïdes naturels). 
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I.2.2.4 Les allopolyploïdes et les variations d’expression 
génique 
Ces dernières années, le rôle de l’allopolyploïdie dans les variations d’expression 
génique a fait l’objet de nombreuses études. La majorité de ces études traite des variations 
d’expression au niveau transcriptomique. A ce niveau, l’expression des gènes peut être 
observée sous deux angles, soit en étudiant de façon globale la divergence d’expression entre 
l’allopolyploïde et ses espèces parentales soit en mesurant le ratio des transcrits dérivant de 
chaque gène homéologue. Des études ont également été menées sur le protéome et le 
métabolome. 
I.2.2.4.1 Divergence globale entre les espèces polyploïdes et 
leurs espèces parentales diploïdes 
La plupart des analyses transcriptomiques traitant de la divergence globale 
d’expression entre les allopolyploïdes et leurs parents ont été menées sur plusieurs espèces à 
partir de puces à ADN19. Chez Arabidopsis, Wang et al. (2006) montre qu’entre 5 à 38% 
(selon le mode de comparaison) des gènes ont une expression non-additive chez des 
allopolyploïdes synthétiques comparés à une valeur de MPV20 (A. Thaliana et A. arenosa). 
Cette différence d’appréciation est due aux différentes analyses statistiques utilisées. Les 
auteurs obtiennent 5,2 à 5,8% avec une analyse de ‘common variance’21 et 32 à 38% avec une 
analyse de ‘per-gene variance’22. Une étude similaire a été menée sur Brassica par Gaeta et al. 
en 2009 utilisant la même puce et les mêmes analyses statistiques que Wang et al. (2006). Les 
auteurs montrent que pour deux lignées d’allopolyploïdes synthétiques de Brassica napus 
(Lignées S0 et S5) comparées au MPV, des valeurs de 1,6 à 32% sont obtenues par une 
analyse de ‘per gene variance’ et des valeurs de 2,9 à 4,7% sont obtenues par une analyse de 
‘common variance’. Wang et al. (2006) montre également que les gènes ayant un rôle dans la 
biosynthèse de la chlorophylle et dans le métabolisme de l’amidon sont sur régulés et que les 
gènes répondant au stress et codant pour des phytohormones ont une expression non-additive 
chez l’allopolyploïde. Chez Gossypium, Rapp et al. (2009) montre que 19 à 30% des gènes 
ont une expression non-additive chez les allopolyploïdes (respectivement A2G1 et A2D1) 
comparés aux parents respectifs. En calculant un MPV (G. arboreum/G. bickii et G. 
arboreum/G. thurberi) in silico ils obtiennent des résultats très différents. Seulement 1 à 6% 
des gènes ont une expression non-additive chez les allopolyploïdes (respectivement A2G1 et 
 
19 Technique mise au point pour analyser les niveaux d’expression des gènes dans différents compartiments biologiques (les tissus, les 
organes ou encore les cellules). Son principe repose sur le fait que l’ADN dénaturé reforme sa double hélice à partir d’un brin 
complémentaire (réaction d’hybridation). 
20 Le « Mid-parent value » (MPV) représente l’expression moyenne parentale. 
21 Méthode pour laquelle tous les gènes sont considérés. 
22 Méthode pour laquelle pour chaque gène on estime les changements significatifs d’expression génétique. 
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A2D1) comparés au MPV in silico23. Les auteurs pensent que l’utilisation d’un MPV 
masquerait des gènes qui auraient une expression non-additive. Des gènes qui apparaissent 
exprimés au même niveau que l’expression parentale moyenne correspondraient en réalité à 
des situations de dominance de l’un des deux parents. Les auteurs montrent d’ailleurs que la 
majorité de l’expression des gènes non-additifs se traduit par un biais de dominance en faveur 
de l’un des parents. Dans la littérature, l’expression transgressive est décrite comme pouvant 
avoir d’importantes conséquences phénotypiques et adaptatives. Une étude récente de Flagel 
et al. (2010), portant sur cinq espèces allopolyploïdes naturels domestiqués et sauvages de 
Gossypium et d’un hybride F1 a été menée. Les auteurs observent que le nombre de gènes 
exprimant la dominance d’une des deux espèces parentales diminue entre les espèces 
naturelles et synthétiques tandis que la fréquence du nombre de gènes exprimant la 
transgression augmente. Cela soulignerait le fait que le transcriptome évoluerait après le 
phénomène de polyploïdisation. Chez Triticum, Chagué et al. (2010) montre que des gènes 
ont une expression non-additive chez les allopolyploïdes synthétiques de différentes 
générations comparés au MPV in vivo24 (entre différents génotypes de Triticum turgidum et 
plusieurs accessions d’Aegilops tauschii). Des espèces naturelles très récentes ont également 
été étudiées. Chez Spartina, Chelaifa et al. 2010 montre que 6 à 5% des gènes sont 
différentiellement exprimés entre l’allopolyploïde naturel Spartina anglica et ses parents 
diploïdes (Spartina maritima et Spartina alterniflora).Les auteurs ont également comparé un 
MPV in silico à l’allopolyploïde et montre que 4,6% ont une expression non-additive. Chez 
Senecio, Hegarty et al. 2005 montre que 3% des gènes ont une expression non-additive chez 
l’allopolyploïde (Senecio cambrensis) comparé à ses parents diploïdes25 (Senecio squalidus et 
Senecio vulgaris). 
 
23 Le MPV in silico correspond à des valeurs moyennes d’expression observées chez les espèces parentales (Chagué et al., 2010) 
24 Le MPV in vivo correspond à un mélange équivalent d’ARN de chaque espèce parentale (Chagué et al., 2010) 
25 L’auteur n’a pas utilisé de MPV, mais a fait des comparaisons deux à deux avec chacune des espèces étudiées. 
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I.2.2.4.2 Etude de l’expression relative des gènes homéologues 
chez les espèces allopolyploïdes 
Les analyses transcriptomiques traitent également de la comparaison de l’expression des 
gènes homéologues chez les allopolyploïdes en mesurant le ratio des transcrits dérivant de 
chaque gène homéologue. Chez Gossypium, une puce spécifique (Udall et al., 2006) 
permettant de distinguer26 les niveaux d’expression des copies homéologues a été produite. 
Flagel et al. (2008) montrent que 24% des gènes auraient une expression dite biaisée chez 
l’allopolyploïde naturel (Gossypium hirsutum) ; c’est à dire une contribution inégale des 
génomes parentaux serait observée. Les auteurs montrent que le biais observé est en faveur de 
l’un des parents (le génome D ; Gossypium raimondii) et confirme les observations de Rapp 
et al. (2009). Une étude récente de Flagel et al. (2010) et complémentaire à celle de 2008, 
confirme le biais en faveur du génome D (54 à 60%) au travers de cinq espèces 
allopolyploïdes naturels domestiqués et sauvages de Gossypium et d’un hybride F1. Chez 
Gossypium, des biais en fonction du stade développement de la fibre de coton (Hovav et al., 
2008), de différents tissus (Chaudhary et al., 2009) et de différents stress (Dong et al., 2011) 
sont observés. Chaudhary et al. (2009) a menée une étude, chez des allopolyploïdes naturels 
et synthétiques ainsi que sur les espèces parentales diploïdes, comparant les niveaux 
d’expression relatifs de chaque copie homéologues des 63 paires de gènes obtenus à partir de 
24 tissus. Les auteurs observent un biais d’expression d’environ 40% (des 63 paires de gènes 
homéologues étudiées) dans au moins un des tissus étudiés. Les auteurs mettent également en 
évidence différents niveaux de biais variables d’un tissu à un autre. Une étude récente de 
Dong et al. (2011), menée sur l’expression de gènes dupliqués d’un allopolyploïde naturel 
(Gossypium hirsutum) et d’un synthétique (G. arboreum x G. davidsonii) dans différents 
tissus et soumis à différents stress, montre que 11 paires d’homéologues ont une expression 
biaisée en fonction du stress et que, dans certains cas, cette expression biaisée serait organe-
spécifique. D’autres études ont été menées chez différentes espèces telles que Arabidopsis 
(Chang et al., 2010 ; Observation d’un biais parental), Triticum (Stamati et al., 2009 ; 
Observation de variations tissu- et stress-spécifiques dans l’expression de gènes), ou encore 
Tragopogon (Buggs et al., 2010 ; Observation de variations tissu-spécifiques dans 
l’expression de gènes). 
 
26 La méthodologie des cette puce est basée sur la détection des SNPs spécifiques du génome A et D ou sur des petites insertions/délétions. 
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I.2.2.4.3 Rôle de l’hybridation interspécifique et de la 
duplication de génome des allopolyploïdes 
Il est difficile de connaître le rôle de l’hybridation et de la duplication de génome dans 
l’expression génique. Très peu d’études ont tenté d’estimer la contribution des deux 
phénomènes dans les changements d’expression génétique. Hergaty et al. (2006), Flagel et al. 
(2010) et Chelaifa et al. (2010) ont montré que l’hybridation jouait un rôle majeur dans les 
changements d’expression chez des allopolyploïdes synthétiques et naturels de Senecio, 
Gossypium et Spartina. Cependant chez Senecio, Hegarty et al. (2006) montrent que les 
changements s’atténuent après la duplication génomique. Alors que chez Gossypium et 
Spartina, les auteurs montrent que des changements additionnels apparaissent chez les 
allopolyploïdes suite à la duplication du génome (Chelaifa et al., 2010 ; Flagel et al., 2010). 
I.2.2 Etude du protéome, métabolome 
Des études sur le protéome ont été menées chez deux espèces, Brassica et Gossypium. 
Albertin et al. (2006) montrent que, chez des allopolyploïdes synthétiques de Brassica napus, 
25 à 38% des polypeptides ont une expression non-additive. Certaines expressions non-
additives de protéines sont différentielles suivant les organes étudiés montrant ainsi une 
régulation organe-spécifique. Les auteurs ont également observé un biais d’environ 60% vers 
l’une des espèces parentales (Brassica rapa). Le rôle de l’hybridation et du doublement 
génomique a également été étudié et montre que 89% des variations sont associés au 
phénomène d’hybridation interspécifique. Dans une seconde étude, Albertin et al. (2007) 
souligne qu’environ 50% des isoformes et des composantes de complexes protéiques 
montrent des profils de régulation différents chez les allopolyploïdes. Chez Gossypium, une 
étude récente de Hu et al. (2011) révèlent que le protéome des allopolyploïdes (ici Gossypium 
hirsutum) est similaire au protéome de l’espèce parentale D (26% de spots 2-DE27 détectés 
chez l’allopolyploïde sont présents uniquement chez le génome D et 11% chez le génome A) 
et qu’un biais de l’expression non-additive en faveur du génome D est observé (14% pour le 
génome D contre 10% pour le génome A). Ces résultats confirment ceux observés dans 
l’étude du transcriptome de Rapp et al. (2009). 
Une étude sur le métabolome de l’espèce Nicotiana a été menée par Pearse et al. en 2006. 
Cette étude porte sur trois lignées d’allopolyploïdes synthétiques (Nicotiana mierata) et leurs 
espèces parentales (N. miersi et N. attenuata). Les auteurs montrent que les profils de 
métabolites secondaires dits ‘anti-herbivores’ diffèrent entre les trois lignées allopolyploïdes 
ayant les mêmes espèces parentales et entre les allopolyploïdes et les espèces parentales. Les 
 
27 La technique 2-DE (two-dimensional gel electrophoresis) est une technique classique de protéomique. Des spots de protéines sont obtenus 
puis sont identifiés par spectrophotométrie de masse (MS). 
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Figure 12.A : Modèles théoriques 
sur le devenir des gènes dupliqués. 
Les trois modèles impliquent un 
changement génétique (une 
mutation). La pseudogénisation et la 
néofonctionnalisation permettent soit 
la perte de copie soit l’apparition 
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D’après Luchetta et al., 2005 
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auteurs suggèrent que les allopolyploïdes seraient capable d’intégrer deux systèmes 
physiologiques différents dans un seul système plastique. 
I.3 MECANISMES DE REGULATION CONTRIBUANT AUX VARIATIONS DANS 
L’EXPRESSION DES GENES CHEZ LES POLYPLOÏDES 
Depuis quelques années, de nombreux auteurs soulignent le fait que la polyploïdie aurait des 
effets immédiats sur le phénotype en s’appuyant sur l’augmentation de la taille de la biomasse 
qui traduierait la vigueur hybride de l’individu (Osborn et al., 2003). Ces effets sur le 
phénotype pourraient être liés à l’augmentation de la quantité d’ADN dans la cellule 
indépendamment de l’information qu’elle véhicule (Bretagnolle et al., 1998), ce qui 
participerait aux changements de taille et de forme ou encore à un ralentissement des 
divisions cellulaires (Stebbins, 1971 ; Bretagnolle et al., 1998) Cependant, Bretagnolle et al. 
(1998), soulignent que l’augmentation de la taille des cellules pourraient également être liés à 
l’information véhiculée par la molécule d’ADN qui, elle-même, peut être modifiée par des 
mécanismes de régulation résultant de la duplication des gènes. Depuis quelques années, les 
recherches sur les mécanismes de régulation et leur implication dans des variations de 
l’expression génique se multiplient. Pour comprendre ces mécanismes et leurs implications, il 
est nécessaire de se référer aux modèles théoriques élaborés pour expliquer le devenir des 
gènes dupliqués. 
I.3 .1 Le devenir des copies de gènes dupliqués 
D’après Adams en 2004, le phénomène de polyploïdisation a été décrit comme étant à 
l’origine d’innovations morphologiques et de comportements originaux des polyploïdes à 
court terme et d’une évolution des gènes dupliqués vers de nouvelles fonctions à long terme. 
Sur le plan fonctionnel, plusieurs modèles concernant l’évolution des gènes dupliqués ont été 
proposés (Ohno, 1970 ; Force, 1999). 
I.3.1.1 La pseudogénisation et la néofonctionalisation 
Lors de la duplication, l’augmentation du nombre de copies des gènes entraîne des 
redondances qui peuvent s’avérer délétères pour les espèces. Comme une seule copie serait 
suffisante pour assurer la fonction ancestrale, l’autre ne subirait pas de pression de sélection et 
évoluerait ainsi sous l’action de mutations28. Deux voies sont possibles selon ce modèle29 de 
Ohno (1970), soit une des deux copies est soumises à des mutations induisant une perte de 
fonction (Pseudogénisation) et devient un pseudogène (Figure 12.A) ; soit cette copie acquiert 
une nouvelle fonction par divergence (Neofonctionalisation ; Figure 12.A). La limite majeure 
 
28 Modifications de l’information contenue dans l’ADN quelles qu’en soit sa nature (Mutations au sens large). 
29 Modèle, dit « classique », suggéré par Ohno en 1970. Il associe les notions de pseudogénisation et néofonctionalisation. 
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Figure 12.B : Modèles théoriques sur le devenir des gènes dupliqués. 
Les trois modèles n’impliquent pas nécessairement un changement génétique. Le changement 
de fonction peut s’observer soit dans la zone de régulation soit dans la zone codante. 
D’après Hahn et al., 2009 
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de ce modèle est que seul un petit nombre de copies de gènes dupliqués peut subsister dû aux 
fortes contraintes sélectives associées à chacun des gènes. Or de nombreux auteurs ont montré 
que les génomes gardaient un grand nombre de gènes dupliqués fonctionnels (Luchetta et al., 
2005). 
I.3.1.2 La Sous-fonctionnalisation 
Afin de comprendre l’intérêt que peut avoir le génome à garder autant de gènes dupliqués 
fonctionnels, un second modèle30 a été proposé par Force et al. (1999). Ce modèle se base sur 
le fait que l’ensemble des gènes dupliqués et préservés ne dépendrait pas uniquement de 
l’acquisition de nouvelles fonctions mais aussi de la répartition des fonctions ancestrales. 
Après duplication, chacune des copies accumule de façon indépendante des mutations31 
rendant les deux copies nécessaires à l’obtention d’une fonction équivalente à celle du gène 
ancestral (Figure 12.A). Chaque copie est soumise aux contraintes sélectives favorisant leur 
rétention. Dans ce modèle, on retrouve la notion de néofonctionalisation car à long terme, la 
préservation des gènes dupliqués augmente fortement la possibilité d’acquérir de nouvelles 
fonctions (Luchetta et al., 2005). 
Dans ces modèles il faut prendre en compte que la plupart des auteurs mettent en avant 
l’action de mutations, donc de changements génétiques, à l’origine de la 
néofonctionnalisation et de la sous-fonctionnalisation (Figure 12.A). Depuis les études 
d’expression génique, des modèles plus récents tels que ceux décrits par Hahn et al. (2009) 
mettent en avant le fait que les changements génétiques ne sont pas nécessairement à l’origine 
de la neofonctionnalisation et la sous-fonctionnalisation (Figure 12.B) mais qu’elles peuvent 
être induites par des modifications de mécanismes de régulation. Ces mécanismes de 
régulation peuvent conduire à la mise sous silence de l’une des deux copies homéologues et 
ainsi à une possible sous-fonctionnalisation des gènes dupliqués. 
I.3.1.3 Conservation et équilibre de dosage 
L’équilibre de dosage s’appuie sur l’idée que, dans une cellule, le maintien à 
l’équilibre d’un nombre de copies de gènes sensibles aux effets doses influerait sur 
l’expression des gènes (Vietia et al., 2008). L’équilibre de dosage prendrait en compte un 
niveau d’interaction supplémentaire dépendant de la stœchiométrie32 des molécules 
synthétisées d’une fonction donnée permettant ainsi le bon fonctionnement de celle-ci 
(Birchler et al., 2005 ; Birchler et Veitia, 2007). En effet, il a été observé que si l’on supprime 
des copies de gènes codant pour une des sous unités d’un complexe protéique quelconque 
 
30 Modèle, dit « Duplication-Dégénérescence-Complémentation » (DDC), suggéré par Force et al., en 1999. 
31 Ces mutations peuvent se produire soit dans la région régulatrice, soit dans la région codante. 
32 La stœchiométrie correspond ici à un équilibre dans les proportions de molécules synthétisées (Birchler et al., 2005). 
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cela conduit à un déséquilibre en quantité de ses sous-unités. Ce déséquilibre conduirait à un 
non-fonctionnement. Des études ont aussi montré que certains groupes de gènes dupliqués, 
pour la plupart impliqués dans des voies de régulations et ayant conservés leur fonction 
ancestrale après plusieurs évènements de polyploïdisation, étaient maintenus (Birchler et 
Veitia, 2010). Les classes de gènes retenus sont généralement représentées par des gènes 
ayant un rôle dans les complexes protéiques ou par des gènes interagissant avec d’autres 
protéines (Birchler et Veitia, 2010). 
I.3.2 Les mécanismes de régulation 
Comme nous l’avons vu précédemment, les gènes dupliqués peuvent fonctionner 
ensemble dans un même génome par effets de sous-fonctionnalisation (sans mutation) ou de 
dosage. Il est donc nécessaire de comprendre le rôle des mécanismes de régulation impliqués. 
En effet, la plasticité des polyploïdes peut être corrélée avec les changements d’expression 
génétique à des niveaux transcriptionnels et post-transcriptionels. Comme le souligne Jackson 
et Chen (2009), les changements d’expression génétiques sont contrôlés en grande partie par 
des mécanismes épigénétiques, lesquels jouent un rôle, direct ou indirect, de régulateurs de 
variations physiologiques et développementales chez les allopolyploïdes (Wang et al., 2006 ; 
Ni et al., 2009). La plupart de ces mécanismes surviendraient dès le début de la formation des 
polyploïdes alors que d’autres se mettraient en place au cours des générations qui suivent la 
première hybridation de l’espèce (Adams et Wendel, 2005). Jackson et Chen (2009) 
soulignent que ces mécanismes expliqueraient la plasticité supérieure des polyploïdes. Cette 
meilleure plasticité des allopolyploïdes résulterait d’effets sur le phénotype induits par des 
effets ‘dose-dépendants’ et des modifications des interactions régulatrices. 
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Figure 13 : Augmentation des possibilités de variations dans l’expression « dose-
dépendante » des gènes. 
Le nombre de génotype et les niveaux d’expression génétique varient suivant le niveau de 
ploïdie. Les génotypes passent de trois au niveau diploïde à neufs au niveau tétraploïde. Les 
niveaux d’expression génique passe de trois (représentés par les flèches) chez les diploïdes à 
cinq chez les allopolyploïdes. Chez les allopolyploïdes, on observe donc des classes 
phénotypiques intermédiaires. 
D’après Osborn et al., 2003 
Gène 1
AA
Gène 2
aa Gène 1 et 2
AAaa
Figure 14 : Augmentation de la complexité des interactions régulatrices. 
Sur le premier schéma, AA et aa représentent les génomes des deux espèces diploïdes 
contributrices du génome allopolyploïdes AAaa. Les flèches représentent les facteurs de 
régulation (en vert et en mauve ; homodimères) affectant l’expression des gènes 1 et 2 de 
façon hiérarchique. Chez l’allopolyploïde, on observe une complexification des réseaux de 
régulation. Ses facteurs de régulation sont représentés par des homodimères venant de 
parents diploïdes (vert et mauve) et par la création suite à leur réunion dans l’allopolyploïde 
d’hétérodimère (bleu). 
D’après Osborn et al., 2003 
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I.3.2.1 Augmentation des possibilités de variations dans l’expression 
« dose-dépendante » des gènes 
La polyploïdie aurait un effet sur l’augmentation des niveaux d’expression de gènes 
proportionnellement au nombre de copies des gènes induits par le niveau de ploïdie (Figure 
13 ; Osborn et al., 2003). Pour illustrer cette notion, une étude sur Zea mays (Guo et al., 1996) 
a montré que l’augmentation de l’expression de la plupart des gènes au travers de séries de 
ploïdie (monoploïdes, diploïdes, triploïdes et tétraploïdes) est proportionnelle à 
l’augmentation du nombre de copies des gènes. La polyploïdie augmente ainsi les variations 
potentielles dans les niveaux d’expression des gènes « dose-dépendants » (Figure 13). Ce 
phénomène conduit, non pas au développement de la gamme de phénotypes, mais à une 
augmentation des classes phénotypiques intermédiaires dont certaines pourraient avoir un 
avantage sélectif (Osborn et al., 2003). 
I.3.2.2 Altération des interactions régulatrices 
L’expression de la plupart des gènes dépend de réseaux de régulateurs organisés de 
façon hiérarchique comme les facteurs de transcription. L’augmentation du niveau de ploïdie 
peut entraîner une complexification du réseau des gènes de régulation (Figure 14 ; Osborn et 
al., 2003). Une différence peut être observée entre les allopolyploïdes et les autopolyploïdes. 
Suite à la réunion de génomes divergents chez les allopolyploïdes, Osborn et al. (2003) 
pensent que l’altération de ce fonctionnement de réseaux de régulation est plus importante 
que chez les autopolyploïdes où tous les allèles proviennent de la même espèce (Osborn et al. 
2003). Certains produits hétérologues33 peuvent ne pas fonctionner, fonctionner tout aussi 
bien ou même mieux fonctionner que les produits homologues34 (Figure 14 ; Phillips et al., 
1995). Les produits hétérologues pourraient jouer un rôle dans l’augmentation de la vigueur 
hybride (Chen,
 
33 Les produits hétérologues ou hétérodimères possèdent des sous unités différentes. 
34 Les produits homologues ou homodimères possèdent des sous unités identiques. 
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Figure 15 : Mécanismes génétiques. 
Les effets observés sur les chromosomes sont la translocation/transposition et la 
délétion/insertion. Ces modifications de la séquence de l’ADN sont notamment induites par 
des appariements de chromosomes homéologues et des transposons. 
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I.3.2.3 Mécanismes génétiques et épigénétiques 
De nombreux mécanismes affectent les espèces polyploïdes tels que des changements 
génétiques à l’origine de perte, mutation et divergence de certains gènes dupliqués et des 
mécanismes épigénétiques modifiant l’expression des gènes et les voies de développement 
(Chen, 2007). La contribution de ces mécanismes est variable suivant les espèces d’études. 
Chez des allopolyploïdes de Triticum, Brassica et Tragopogon (Song et al., 1995 ; Feldman et 
al., 1997 ; Shaked et al., 2001 ; Tate et al., 2006), les mécanismes génétiques prédominent 
alors que les mécanismes épigénétiques prédominent chez des allopolyploïdes de Gossypium 
et d’Arabidopsis (Lee et Chen, 2001 ; Adams et al., 2003 ; Wang et al., 2004 et 2006). 
I.3.2.3.1 Les mécanismes génétiques 
Les modifications de la séquence de l’ADN, c’est à dire les délétions/insertions et les 
translocations/transpositions peuvent être soit induites par l’appariement de chromosomes 
homéologues soit par l’action de transposons (Figure 15). Ces modifications ont été mises en 
évidence grâce à des méthodes d’analyse de fragments d’ADN comme la RFLP35et/ou 
l’AFLP36 (Osborn et al., 2003). Chez des allotétraploïdes synthétiques de Brassica (Song et 
al., 1995), la plupart des changements sont dus à des translocations et transpositions entre 
chromosomes homéologues alors que des évènements d’élimination de séquences sont plus 
fréquents chez les allotétraploïdes synthétiques de Triticum (Feldman et al., 1997 ; Shaked et 
al., 2001) et les allotétraploïdes naturels de Tragopogon (Tate et al., 2006). Ces modifications 
n’ayant lieu que sur un seul des gènes homéologues, peuvent affecter les niveaux 
d’expression des gènes « dose-dépendants » et la fonction des réseaux de régulation chez les 
allopolyploïdes récents (Osborn et al., 2003) et conduire à de la néofonctionnalisation et sous-
fonctionnalisation des gènes dupliqués. Elles peuvent s’effectuer immédiatement après 
l’allopolyploïdisation comme chez Triticum (Feldman et al., 1997 ; Shaked et al., 2001) ou 
tardivement comme chez Brassica (Tate et al., 2006). Chez ces deux espèces, ces 
changements sont très fréquents, jusqu’à 14% du génome pour Triticum (Feldman et al., 1997 
; Shaked et al., 2001), alors que chez des allotétraploïdes synthétiques de Gossypium (Lui et 
al., 2001) et des allopolyploïdes naturels de Spartina (Salmon et al., 2005), la fréquence de
 
35 Restriction Fragment Lenght Polymorphisms. Technique basée sur les variations de séquences homologues d’ADN. Analyses portant sur 
plusieurs loci dans la même expérience. 
36 Amplified Fragment Lenght Polymorphisms. Technique basée sur les variations de séquences homologues d’ADN. Analyses portant sur 
un seul locus par expérience mais où les variations alléliques peuvent être observées. 
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Figure 16 : Mécanismes épigénétiques. 
Les effets observés sur les chromosomes sont la sous-fonctionnalisation et la mise sous-
silence de copie homéologue. Ces modifications de la structure de l’ADN sont induites par 
de la méthylation de l’ADN et des ARNi. 
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ces changements est plus faible voir très faible (environ 1%) comme chez des allopolyploïdes 
d’Arabidopsis (Comai et al., 2000 ; Madlung et al., 2002). Cette faible fréquence traduirait un 
haut niveau de tolérance à l’hybridation et au doublement génomique (Chen et Ni, 2006). 
L’appariement de chromosomes homéologues est contrôlé par des locus comme Ph137observé 
chez un hexaploïde de Triticum (Riley et Chapman, 1958) ou PrBn38 chez Brassica napus 
(Jenczewski et al., 2003). Chez Triticum, le Ph1 réprime l’appariement homéologue et 
résoudrait également des appariements incorrects (Moore, 2002). L’élimination de séquences 
augmenterait la différenciation entre les chromosomes homéologues entraînant un 
comportement méiotique de l’allopolyploïde similaire à ses parents diploïdes et la formation 
de bivalents uniquement (Ozkan et al., 2001). Chez les allopolyploïdes, les réorganisations 
structurelles des génomes peuvent être également évitées par la mise sous silence de 
transposons. Chez deux espèces, il a été observé que des événements de transposition 
induisaient des hauts niveaux de délétions de séquences (Triticum ; Feldman et al., 1997 ; 
Shaked et al., 2001) et des échanges chromosomiques homéologues (Brassica ; Pires et al., 
2004 ; Udall et al., 2005). 
I.3.2.3.2 Les mécanismes épigénétiques 
Les modifications de la structure de l’ADN, c’est à dire la mise sous silence de gènes 
homéologues et les modifications issues de la sous-fonctionnalisation, peuvent être induites 
par la méthylation de l’ADN, l’acétylation des histones et par les ARNi39 (Figure 16). La mise 
sous silence de gènes et la sous-fonctionnalisation sont liées. Le fait de mettre sous silence 
une des deux copies parentales induirait la sous-fonctionnalisation de ces copies homéologues 
permettant ainsi leur expression de façon alternative dans différents organes et/ou différents 
stades de développement. La mise sous silence d’une des copies parentales a été observé chez 
plusieurs espèces telles que des allotétraploïdes synthétiques de Brassica (Chen et Pikaard, 
1997) et d’Arabidopsis (Comai et al., 2000 ; Wang et al., 2004) ainsi que des allotétraploïdes 
naturels de Tragopogon (Buggs et al., 2009). Chez les Brassica, les gènes transcrits par 
l’ARN polymérase I sont mis sous silence et peuvent être réactivés par l’utilisation 
d’inhibiteur chimique de la méthylation de l’ADN et de l’acétylation d’histones (Chen et 
Pikaard, 1997). Cette mise sous silence est donc réversible et contrôlée par des mécanismes 
épigénétiques de méthylation et d’acétylation. Chez Arabidopsis, la mise sous silence de
 
37Le gène « Homeologous paring locus 1 » (Ph1) est situé sur le chromosome arm 5BL du blé. Le gène Ph1 déterminerait des 
appariements exclusivement homologues (Riley and Chapman, 1958). 
38 Comme le Ph1, le gène « Pairing regulator in B. napus » (PrBn) aurait un rôle majeur dans le contrôle des appariements homéologues 
(Jenczewski et al., 2003). 
39 Les ARNi sont des petits ARNs complémentaires d’ARN de gènes. Il s’hybride à l’ARN messager de gène et conduit à sa dégradation. 
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copies parentales a lieu dans la première et deuxième générations (Wang et al., 2004). 
D’après l’étude de Wang et al. (2004), deux gènes montrent une sur-expression chez les 
parents diploïdes et une mise sous silence chez l’autotétraploïde A. thaliana. Ils sont ensuite 
réactivés chez l’allopolyploïde formé suite à l’hybridation entre A. thaliana et le diploïde 
A.arenosa. De plus un troisième gène mis sous silence chez les parents diploïdes est activé 
dès la formation de l’autopolyploïde. On peut donc supposer que l’expression des gènes peut 
être affecté par l’hybridation et la duplication génomique (Adams et Wendel, 2005). La mise 
sous silence a également été observée chez des allotétraploïdes naturels de Tragopogon alors 
qu’aucune présence n’a été observée chez les synthétiques. Ces évènements de mise sous 
silence ne sont pas fixés chez les allopolyploïdes naturels de Tragopogon (Buggs et al., 
2009). La mise sous silence et les variations des niveaux d’expression des gènes dupliqués 
peuvent varier dans différents organes de plantes indiquant une différence de régulation entre 
les deux gènes homéologues pendant leur développement (Adams et Wendel, 2005). Des 
études menées sur des allopolyploïdes synthétiques et naturels de Gossypium (Adams et al., 
2003 et 2004) montrent que 10 gènes sur 40 ont une expression inégale et organe-spécifique. 
Certains locus sont ainsi sur-exprimés dans un des sous-génomes appartenant à un organe et 
d’autres dans l’autre sous-génome appartenant à un autre organe. Les auteurs ont observé 
qu’un des homéologues de l’adhA40 s’exprime dans les pétales et l’autre dans le style. Cette 
sous-fonctionnalisation est observée chez les allopolyploïdes synthétiques et chez les 
allopolyploïdes naturels formés il y a 1 à 2 MA. Ces observations suggèrent la possibilité de 
mécanismes épigénétiques qui se maintiennent au cours de l’évolution de la plante (Adams et 
Wendel, 2005). Une étude récente (Buggs et al., 2010) menée chez des allopolyploïdes 
naturels de Tragopogon montre qu’au travers de tous les tissus étudiés, 20% des gènes sont 
mis sous silence pour l’une des copies homéologues et cela pour une seule plante et un tissu 
particulier et 8% des gènes sont mis sous silence pour l’un des gènes homéologues. Deux cas 
d’expression tissus-spécifiques réciproques entre homéologues ont été observés et indiquent 
une possible sous-fonctionnalisation (Buggs et al., 2010). 
Le rôle de la méthylation de l’ADN et des ARNi dans la mise sous silence ou l’activation de 
gènes chez les allopolyploïdes a été mis en évidence chez des allotétraploïdes synthétiques 
d’Arabidopsis (Madlung et al., 2002 ; Wang et al., 2004). Madlung et al. (2002) ont observé 
que des changements de méthylation d’ADN étaient plus fréquents chez les allopolyploïdes 
que chez les parents. Un traitement à l’aza-dC41 a révélé la sensibilité des allopolyploïdes aux
 
40 L’Alcohol dehydrogenase A (adhA) est une protéine anaérobique qui catalyse la réduction du pyruvate en éthanol. 
41  Le 5-aza-2’-deoxycytidine (Aza-dC) est un inhibiteur chimique de la méthylation de l’ADN (Madlung et al., 2002). 
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Mécanismes génétiques
? séquence de l’ADN
Mécanismes épigénétiques
? structure de l’ADN
Interactions régulatrices 
altérées
Interactions possibles entre ces 
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Figure 17 : Les mécanismes de régulation. 
Figure récapitulatif des différents mécanismes de régulation. L’augmentation des possibilités 
de variations dans l’expression « dose-dépendante » des gènes et les interactions régulatrices 
altérées ont un effet direct sur le phénotype. Cette figure insiste sur le fait que tous ces 
mécanismes peuvent interagir entre eux. 
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modifications de la chromatine. Chez Spartina, 30% des profils de méthylation parentaux sont 
altérés chez les hybrides et allopolyploïdes (Salmon et al., 2005). Le rôle de la méthylation de 
l’ADN dans la mise sous silence de copies de gènes parentaux a également été étudié dans des 
lignées transgéniques hypométhylées de allopolyploïde, Arabidopsis suecica, par 
l’intermédiaire d’ARNi (Wang et al., 2004). Les auteurs ont observé que deux gènes sont 
réactivés dans des lignées transgéniques ddm1 et met1-RNAi par la déméthylation de l’ADN 
(Wang et al., 2004). L’acétylation et la désacétylation des histones ne sont pas des 
mécanismes indépendants dans la mise sous silence de gènes (Chen et Tian, 2007). Une étude 
d’Earley et al. (2006), montre que lorsqu’une histone désacétylase (HDA6) est perturbée cela 
induit une baisse des niveaux de méthylation de promoteurs de la cytosine et provoque des 
modifications de plusieurs histones suggérant un rôle concerté de l’acétylation et de la 
méthylation d’histones dans la mise sous silence de gènes. 
Toutefois, il faut noter que les mécanismes génétiques et épigénétiques peuvent avoir des 
interactions (Figure 17). Par exemple la réactivation de transposons par les voies de la 
méthylation et des ARNi conduisent à des délétions et réarrangements chromosomiques. Les 
délétions de séquence peuvent altérer les gènes ‘dose-dépendants’ et la structure de la 
chromatine (Chen et Ni, 2006). Une étude récente de Nasrallah et al. (2007), montre que les 
changements de méthylation ont par exemple un rôle dans l’évolution de l’auto-
incompatibilité chez des allotétraploïdes récents d’Arabidopsis. Les auteurs ont ainsi montré 
que l’auto-fertilité des hybrides résultait de changements épigénétiques dans l’expression des 
gènes du locus S qui détermine la réponse SI42. L’hybridation interspécifique entraine un non-
fonctionnement du SI générant ainsi, à partir d’espèces auto-incompatibles, des hybrides auto-
fertiles. Il est important de noter que l’autogamie est un système de reproduction 
particulièrement favorable pour maintenir l’intégrité des deux sous-génomes durant les 
premières générations des allopolyploïdes. 
 
42 Le systène de Self-incompatibility (SI) est définit comme une barrière génétique empêchant la pollinisation pré-zygotique (Nasrallah et 
al., 2007). 
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Figure 18 : Effets des facteurs génétiques et épigénétiques sur le phénotype et 
l’évolution des polyploïdes. 
Doyle et al., 2008 
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I.3 .3 Evolution des espèces polyploïdes 
Une étude de Ha et al. (2007), sur l’expression des gènes dupliqués d’Arabidopsis 
thaliana a mis en évidence que la divergence entre les gènes homéologues est plus rapide 
sous les stress environnementaux (facteurs externes) que sous l’action des processus de 
développement (Facteurs internes). La divergence rapide entre les gènes dupliqués en réponse 
à stress biotiques et abiotiques faciliteraient la sous-fonctionnalisation, la 
néofonctionnalisation et un mécanisme d’adaptation aux changements environnementaux (Ha 
et al., 2007). Associé à cette divergence rapide, il faut prendre en compte que les divers 
changements génétiques et épigénétiques entraînent des modifications du génome par 
accumulation de mutations qui conduit l’allopolyploïde à revenir à un état diploïde (Figure 
18 ; Doyle et al., 2008). L’intérêt de ces cycles d’allopolyploïdisation-diploïdisation est que 
l’espèce allopolyploïde disposerait de nouvelles sources de diversité. 
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Figure 19 : Classification des caféiers. 
Les caféiers (Coffea clades A-IO et G-C) appartiennent à la sous-famille des Ixoroideae. 
Anthony et al., 2010 
A.1 A.2
B.1 B.2
Figure 20 : Coffea et Psilanthus. 
A. 1et 2. Morphologie des fleurs du genre Coffea. B. 1 et 2. Morphologie des fleurs du 
genre Psilanthus. 
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II. COFFEA ARABICA : MODELE BIOLOGIQUE D’ETUDE 
II.1 LE GENRE COFFEA 
II.1.1 Classification 
Les espèces de caféiers sont affiliées à l’une des plus grandes familles tropicales 
d’angiospermes, la famille des Rubiaceae43. Les Coffeeae appartiennent à la sous-famille 
monophylétique des Ixoroideae, proche des Gardenieae, Pavetteae et Vanguerieae (Figure 
19 ; Bremer et Jansen, 1991 ; Bremer et Eriksson, 2009). En 1934, seulement quatre espèces 
de caféiers étaient connues (Chevalier, 1929b ; Anthony et al., 2007). Depuis, plus d’une 
centaine d’espèces de caféiers ont été identifiée et de nouveaux taxons continuent à être 
découverts (Lashermes et al., 2008). Malgré cela, un grand nombre de taxons n’a pas encore 
été caractérisé et il est donc difficile de confirmer les relations entre les espèces (Anthony et 
Lashermes, 2006). 
Dans les années 80, la classe Coffeae est divisée en deux genres, Coffea l. et Psilanthus hook 
f.. Cette distinction est basée sur la floraison et les caractéristiques florales (Leroy, 1980 ; 
Bridson, 1982 et 1988 ; Robbrecht and Puff, 1986 ; Robbrecht, 1988a et 1994). Les espèces 
appartenant au genre Coffea sont natives des forêts intertropicales d’Afrique, de Madagascar 
et des Mascareignes, alors que les espèces appartenant au genre Psilanthus sont originaires 
d’Afrique, d’Inde, de Malaisie, de la Nouvelle Guinée et d’Australie (Anthony et al., 2007). 
Ces espèces sont pérennes et peuvent être soit sous forme buissonnante soit sous forme 
arborescente (Lashermes et al., 2008). 
Les deux genres, Coffea et Psilanthus, sont eux mêmes subdivisés en deux sous genres sur la 
base du type de croissance (monopodial ou sympodial), le type d’inflorescence (fleurs en 
position axillaires ou terminales) et la morphologie de la fleur (Figure 20). En ce qui concerne 
le genre Coffea, on distingue le sous genre Coffea avec 95 espèces et le sous genre Baracoffea 
avec 8 espèces (Davis, 2006). Le sous genre Baracoffea est restreint aux forêts 
saisonnièrement sèches à feuilles caduques et aux brousses situées à l’ouest de Madagascar, 
dans le nord-est du Kenya et dans le sud-est de la Somalie (Maurin, 2007). Le sous genre 
Coffea est, quant à lui, présent dans les forêts humides à feuilles persistantes où l’on retrouve 
les trois espèces cultivées pour la production de café, Coffea arabica (le café Arabica), Coffea 
 
43 La famille des Rubiaceae est divisée en 3 sous familles : Cinchonoideae, Ixoroideae et Rubioideae (Bremer et al., 2009). 
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Figure 21 : Dispersion du genre Coffea sous genre Coffea à partir d’un centre 
d’origine en basse Guinée. 
Anthony et al., 2010 
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canephora (le café Robusta) et Coffea liberica (le café Libérien) (Maurin, 2007). En ce qui 
concerne le genre Psilanthus, il est également divisé en deux sous-genres, Psilanthus (2 
espèces) qui est restreint à l’Afrique tropicale de l’ouest et centrale et Afrocoffea (20 espèces) 
que l’on retrouve en Afrique tropicale, au sud et sud-est de l’Asie et dans le nord de 
l’Australie tropicale (Maurin, 2007). 
II.1.2 Relations phylogénétiques 
Les relations phylogénétiques entre les espèces de caféiers ont été à l’origine de 
nombreuses études utilisant des données de systématique de plusieurs sources incluant la 
morphologie (Stoffelen, 1998 ; Davis et al., 2005), le RAPD (Lashermes et al., 1993), des 
séquences provenant d’ADN plastidial (Cros, 1994 ; Lashermes et al., 1996 ; Cros et al., 
1998) et des séquences ITS provenant d’ADNr nucléaire (Lashermes et al., 1997).  
A partir de ces premières analyses phylogénétiques, il a été observé qu’il y avait très peu de 
différences entre les espèces de caféiers et que le genre Psilanthus ne se distinguait pas du 
genre Coffea. Des études récentes (Davis et al., 2006 and 2007 ; Maurin et al., 2007) ont 
confirmé le fait que la plupart des genres appartenant au Coffeeae sont monophylétiques à 
l’exception du genre Coffea identifié comme paraphylétique relativement à Psilanthus (Davis 
et al., 2006 and 2007 ; Maurin et al., 2007). Le faible niveau de divergence entre les 
séquences associées aux diverses observations morphologiques et moléculaires montre que 
Coffea et Psilanthus seraient compris dans le même clade et que cet argument confirme 
l’hypothèse d’un genre unique44 (Lashermes et al., 1997 ; Cros et al., 1998 ; Davis et al., 
2007 ; Maurin et al., 2007).  
Les premières analyses phylogénétiques ont également suggéré un mode de spéciation radiale, 
une origine récente du genre Coffea en Afrique et une division du genre en quatre groupes 
majeurs en fonction d’une correspondance géographique forte : Madagascar, East Africa, 
Central Africa and West-central Africa. Une étude récente d’Anthony et al. (2010), a montré 
que la diversification du genre Coffea sous-genre Coffea aurait eu lieu dans la seconde moitié 
du Pleistocène moyen (460000–100000 BP45) et que le centre d’origine du genre se trouverait 
probablement en basse Guinée (Figure 21). Les auteurs ont également confirmé la division du 
genre en groupes à partir des origines biogéographiques  des espèces. 46
 
44 Pour confirmer cette hypothèse, il serait, toutefois, nécessaire d’élargir les recherches ainsi que le nombre d’échantillonnages effectué au 
sein de la classe des Coffeae. 
45 Cet intervalle a été défini sur la base des différentes régions des ADNcp considérées (Anthony et al., 2010). 
46 Dans cette étude menée sur des espèces Africaines, le genre Coffea sous-genre Coffea est divisé en deux clades, le clade A-IO qui couvre 
la totalité de la zone géographique du sous genre et le clade G-C (Guinéo-congolais) qui se restreint uniquement à la région Guinéo-
congolaise. Ces clades sont divisés en cinq sous clades, EA (Est Africain), E-CA (Centre Est Africain), C (Congolais), LG (basse Guinée), et 
UG (Haute Guinée). 
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 Figure 22 : Relation phylogénétique des espèces de caféiers basées sur des variations 
de séquences ADN chloroplastiques (cpDNA polymorphism) et ribosomales (rDNA 
polymorphism). 
Lashermes et al., 1999
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Figure 23 : Origine de la seule espèce allotétraploïde Coffea arabica. 
D’après Lashermes et al., 1999 
Spéciation récente
(10-50,000 ans)
Faible divergence entre les deux génomes constitutifs 
de C. arabica et les génomes des deux parents
Faible polymorphisme < 1,5%
(calculé sur les séquences codantes)
ALLOTETRAPLOÏDE
Coffea arabica
2n = 4X = 44
 
REVUE  BIBLIOGRAPHIQUE 
II. COFFEA ARABICA : Modèle biologique d’étude 
 
                                                
II.2 LE CAS DE L’UNIQUE ALLOTETRAPLOÏDE, COFFEA ARABICA : 
ORIGINES ET CARACTERISTIQUES. 
II.2.1 Origine de Coffea arabica 
L’utilisation de marqueurs chloroplastiques et ribosomiques (Lashermes et al., 1996, 
1997 et 1999) a mis en évidence une forte affinité de l’espèce tétraploïde C. arabica avec des 
espèces diploïdes originaires d’Afrique centrale et de l’ouest. Les analyses d’ADNcp ne 
montrent pas de différences entre l’ADNcp de C. arabica et celui de certaines accessions 
diploïdes, C. eugenioides et C. Anthonyi (Figure 22 ; Lashermes et al., 1996). De plus une 
forte homologie est observée dans les séquences de la région ITS2 de C. arabica et des 
espèces du groupe des « canephoroïdes », C. brevipes, C. canephora et C. congensis (Figure 
22 ; Lashermes et al., 1997). Une étude plus approfondie appuyée sur des analyses RFLP47 et 
GISH48 a permis de démontrer la présence de deux lots de chromosomes Ea et Ca, qui 
proviendraient respectivement de formes ancestrales des espèces actuelles C. eugenioides 
(parent femelle, génome Ea) et C. canephora (parent mâle, génome Ca) ou d’écotypes proches 
de ces espèces diploïdes (Figure 23 ; Raina et al., 1998 ; Lashermes et al., 1999). 
De nombreuses études se sont intéressées au degré de divergence de C. arabica. Comme le 
souligne Lashermes et al. (1999), une faible divergence est observée entre les deux génomes 
constitutifs de C. arabica (Ea Ca) et entre C. arabica et ses parents, suggérant une spéciation 
récente de l’espèce (Figure 23). Une étude récente de Cenci et al. (2011), a estimé une 
divergence moyenne de 1,30% ± 0,6749 observé dans les régions codantes, à partir de la 
comparaison entre le génome C. canephora (C) et celui de C. eugenioides constitutif de C. 
arabica (Ea). Sur la base des fréquences de substitution des nucléotides, les auteurs ont 
également déterminé que la spéciation de C. arabica avait eu lieu relativement récemment 
(10-50000 BP). 
II.2.2 Caractéristiques du génome et système de reproduction de C. 
arabica 
Les espèces diploïdes ont un génome de base commun peu différencié comprenant 11 
chromosomes (Bouharmont, 1963 ; Charrier 1978) et présentant une taille moyenne réduite (1 
à 3µm). Chez les caféiers, toutes les espèces sont diploïdes (2n=2x=22) à l’exception de C. 
 
47 Utilisation de sondes spécifiques de locus. 
48 Hybridation de l’ADN génomique des espèces potentielles avec des chromosomes de C. arabica. 
49 Ce résultat obtenu en comparant le génome C. canephora (C) et celui de C. eugenioides constitutif de C. arabica (Ea) correspond à la 
divergence maximale observable entre C. arabica et ses parents diploïdes. 
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Figure 24 : Origine des deux variétés mères de Coffea arabica à l’origine des variétés 
cultivées actuelles. 
Anthony et al., 2002 
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arabica qui est tétraploïde (2n=4x=44) (Charrier and Berthaud, 1985). La plupart des caféiers 
sont auto-incompatibles à l’exception de trois espèces auto-fertiles : C. heterocalyx Stoff. 
(Coulibaly et al., 2003), C. anthonyi Stoff. & F. anthony (Stoffelen et al., 2009) et l’unique 
espèce tétraploïde, C. arabica. 
Chez C. arabica, il a été observé un mode d’hérédité de type disomique par analyse des 
ségrégations au sein d’une population F2 (Lashermes et al., 2000). Coffea arabica possède un 
comportement méiotique comparable aux espèces diploïdes. A la méiose, les chromosomes 
homologues s’apparieraient de façon systématique pour former des bivalents. Aucun des 
chromosomes homéologues de C. arabica ne s’apparie et cela est probablement dû au 
fonctionnement de facteurs génétiques régulant l’appariement (Lashermes et al., 2000). 
La cytométrie en flux a été utilisée pour estimer la quantité d’ADN nucléaire chez une 
quinzaine d’espèces de Coffea originaires d’Afrique (Cros et al., en 1995 ; Noirot et al., 
2003). Chez les espèces diploïdes, les quantités en 2C d’ADN nucléaire sont très variables 
avec des valeurs comprises entre 0,95 et 1,78 pg par noyau. Ces variations observées seraient 
dues aux variations du nombre de copies de séquences d’ADN répétées (Lashermes et al., 
2008). En ce qui concerne le tétraploïde, C. arabica, sa quantité d’ADN a été estimée deux 
fois supérieure (2,61 pg) aux quantités des espèces diploïdes (Cros et al., 1998). Sur la base 
des résultats obtenus en cytométrie en flux (Cros et al., en 1995), la moyenne du génome 
haploïde des caféiers a été estimée à 700Mb. En ce qui concerne le seul génome dihaploïde, 
sa taille a été estimée à 1300Mb (Noir et al., 2004). Comparé aux autres espèces de plantes, le 
génome des caféiers apparaît relativement de petite taille (Anthony and Lashermes, 2006). 
II.2.3 Ressources génétiques et amélioration chez Coffea arabica 
Les espèces sauvages du centre de diversité de C. arabica, les espèces diploïdes et les 
hybrides spontanés constituent les principales ressources génétiques formant un réservoir de 
diversité utilisable pour l’amélioration de l’espèce C. arabica.  
Le centre primaire de diversification génétique de C. arabica se situe en Ethiopie (Zone 
montagneuse du Sud-ouest) et au Soudan (Plateau du Boma). Chez C. arabica, les individus 
sont divisés en deux groupes, les caféiers sauvages  et les caféiers cultivés50 51. Les variétés 
actuelles de caféiers cultivés dérivent toutes de deux populations, C. arabica var. Typica et C. 
arabica var. Bourbon (Figure 24 ; Krug et al., 1939). Peu de plantes sont à l’origine de ces 
 
50 Des espèces sauvages ont également été observées au Soudan (Mont Imatong) et au Kenya (Mont Marsabit) (Thomas 1942 ; Anthony et 
al., 1987). 
51 Sa culture a débuté dans le Sud-ouest de l’Ethiopie il y aurait environ 1500 ans (Wellman, 1961).  
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C. arabica var. Typica
(Issu d’une seule plante)
C. arabica var. Bourbon 
(Issu de quelques plantes)
X
C. arabica var. Mundo novo C. arabica var. Caturra
C. arabica var. Catuai
Une mutation
X
Figure 25 : Origine des trois variétés principales actuelles les plus cultivées. 
D’après Bertrand et al., 1999 
C. arabica
(109 marqueurs)
C. canephora
(945 marqueurs) Caféiers cultivés
(37 marqueurs)
Caféiers sauvages
(94 marqueurs)
Figure 26 : Diversité observée dans des populations de caféiers sauvages et cultivés 
chez l’allotétraploïde Coffea arabica. 
Cette diversité est estimée à partir du nombre de marqueurs polymorphes. 
D’après Lashermes et al., 2000 et Anthony et al., 2002 
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deux populations. A partir de l’étroite base génétique de C. arabica, trois principales variétés 
(var. Caturra, var. Catuai et var. Mondo Novo) à bonne production et de bonne qualité ont 
largement été diffusées à travers le monde (Figure 25 ; Bertrand et al., 1999). Cependant du 
fait de sa très faible diversité génétique, la caféiculture de C. arabica est particulièrement 
sensible à la plupart des maladies et espèces ravageuses52. Il a été observé que la diversité 
génétique chez C. arabica était faible entre les deux populations cultivées de base (Typica-
Bourbon) mais que cette diversité était plus importante entre les caféiers cultivées et les 
caféiers sauvages (Figure 26 ; Lashermes et al., 2000 ; Anthony et al., 2002). Ces résultats 
montrent l’intérêt que peuvent avoir les caféiers sauvages dans l’amélioration de la base 
génétique des variétés cultivées. 
Les espèces diploïdes présentent également un intérêt dans l’amélioration de C. arabica. Trois 
espèces ont montré des traits agronomiques pertinents. C. canephora est la source principale 
de caractères de résistance aux maladies et ravageurs dont la résistance à la rouille orangée, à 
l’anthracnose des baies et aux nématodes (Bertrand et al., 2003). C. liberica est une source de 
résistance à la rouille orangée (Srinivasan et Narasimhaswamy, 1975) et C. racemosa 
constitue une source de résistance contre la mineuse des feuilles (Guerreiro Filho et al., 
1999). Le croisement entre C. arabica et une espèce diploïde peut se produire de façon 
spontanée ou de façon artificielle. Lorsque C. arabica et une espèce diploïde se retrouvent 
dans une même zone de distribution, un hybride spontané peut se former. Plusieurs hybrides 
spontanés53 issus de l’hybridation entre C. arabica et C. canephora ou C. liberica ont été 
répertoriés. On peut prendre l’exemple de l’hybride spontané entre C. arabica et C. 
canephora, appelé Hybride de Timor (HdT). L’Hybride de Timor a été identifié au sein d’une 
plantation sur l’île de Timor en Indonésie (Bettencourt, 1973). A partir de cet hybride, des 
rétrocroisements ont été effectués avec des variétés de C. arabica54. Ces descendants ont été 
largement diffusés dans le monde, notamment au Brésil, en Colombie ou au Kenya et 
constituent une source importante de gènes résistants aux maladies et ravageurs. Une étude de 
Lashermes et al., en 2000, portant sur l’étude de marqueurs AFLP, a permis d’estimer un 
niveau d’introgression entre 8 et 27% du génome C. canephora dans les lignées dérivées de 
l’hybride HdT. Des hybrides artificiels ont également été créés entre C. arabica et 
 
52 La rouille orangée (Hemileia vastatrix Berk. and Br.), l’anthracnose des baies (Colletotrichum kahawae), le scolyte des baies 
(Hypothenemus hampei) et les nématodes (Meloidogyne spp. et Pratylenchus spp.) (Lashermes, 2008). 
53 L’hybride de Timor (HdT) et Devamachy (répertorié en 1930 en Inde) issus du croisement entre C. arabica et C. canephora. Kalimas 
(répertorié en 1899 en Indonésie), Kawisari (répertorié en 1899 en Indonésie), S26 (répertorié en 1932 en Inde) et S288 (répertorié en 1932 
en Inde) issus du croisement entre C. arabica et C. liberica. 
54 Des variétés ont été crées comme Catimor issu du croisement entre HdT et Caturra et Sarchimor issu de l’hybridation entre HdT et Villa 
Sarchi.  
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 Caféiers diploïdes
(2n=22)
Caféiers Tétraploïdes
(2n=44)
X
X
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(2n=44)
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(2n=44)
Duplication du génome
Hybrides triploïdes
(2n=33)
Hybrides tétraploïdes
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Figure 27 : Croisement à l’origine d’hybrides interspécifiques artificiels triploïdes et 
tétraploïdes de caféiers. 
D’après Lashermes et al., 2000 
C. canephora diploïde
(2n=22)
C. canephora tétraploïde
(2n=44) X
Coffea arabica
(2n=44)
C. arabica cv Arabusta
(2n=44)
Duplication du génome
Coffea arabica
(2n=44)X
C. arabica cv Icatu
(2n=44)
Figure 28 : Croisement à l’origine des variétés Arabusta et Icatu. 
D’après Bertrand et al., 1999 
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l’espèce diploïde portant les gènes d’intérêt. Le descendant est ensuite rétrocroisé avec C. 
arabica et les gènes indésirables du parent diploïde sont progressivement éliminés par 
sélection. Cette procédure dite « conventionnelle » s’est avérée efficace pour l’amélioration 
de la production, la vigueur et la résistance aux maladies de C. arabica, tout en conservant les 
caractéristiques gustatives. Ainsi des hybrides interspécifiques artificiels triploïdes55 et 
tétraploïdes56 ont été créés (Figure 27). Chez les tétraploïdes, on peut prendre comme exemple 
la variété Arabusta issue d’un croisement entre C. arabica et C. canephora (Figure 24). Cette 
variété a été retrocroisée avec l’espèce C. arabica formant ainsi la variété Icatu (Figure 28 ; 
Bertrand et al., 1999). La production d’hybrides interspécifiques naturels ou artificiels a servi 
de relais dans le transfert de caractères d’intérêt agronomique par rétrocroisement avec C. 
arabica et produit de nombreuses lignées de variétés à grandes valeurs agronomiques et 
économiques (Bertrand et al., 2003). Toutefois, il faut souligner que ces programmes 
d’hybridation interspécifique sont lents et coûteux . 57
II.2.4  Les caféiers et leur milieu naturel 
Les caféiers sont cultivés dans tous les pays d’Amérique du sud, d’Asie et d’Afrique 
situés dans la zone intertropicale humide58. Le confinement des caféiers dans cette zone est à 
des facteurs écologiques liés à la température et à l’humidité (Smith, 1989 ; Damatta, 2006). 
Les espèces de caféiers diffèrent suivant des adaptations morphologiques et écologiques. A 
l’exception des deux espèces à large distribution, C. canephora et C. liberica dont la 
distribution s’effectue de la Guinée à l’Ouganda ; les autres espèces de caféiers ont une zone 
de distribution plus ou moins restrictive liée à une adaptation plus spécifique, comme C. 
congensis situé dans des zones saisonnièrement inondées du bassin du Zaïre ou encore C. 
racemosa situé dans des zones très sèches de la région côtière du Mozambique (Anthony et 
Lashermes, 2006). 
La distribution géographique de l’espèce allopolyploïde C. arabica et de ses espèces 
parentales (C. canephora et C. eugenioides) est très différente. A l’état sauvage, le territoire 
de C. canephora s’étend de l’Afrique Centrale, au golf de la Guinée et à l’Ouganda. 
Comparés au très vaste territoire occupé par C. canephora, les territoires de C. arabica et de 
C. eugenioides sont plus limités. Le territoire de C. eugenioides s’étend de l’Est au Sud-est de 
 
55 Les hybrides triploïdes (2n= 33) sont issus d’un croisement entre C. arabica et l’espèce diploïde d’intérêt. 
56 Les hybrides tétraploïdes (2n= 44) sont issus d’un croisement entre C. arabica et l’espèce diploïde d’intérêt après une duplication du 
nombre de chromosomes de ce dernier. 
57 Le temps de génération d’un caféier est de 5 ans et il faut au minimum 25 ans pour que l’hybride se stabilise génétiquement. 
58 Cette zone intertropicale va de 20-25°N à Hawaii à 24°S au Brésil. 
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l’Afrique (Ouganda, Tanzanie, Kenya, Rwanda et Burundi). C. arabica, quant à lui, est issu 
d’une région limitée du Sud-ouest de l’Ethiopie et aucune autre espèce de Coffea n’est 
présente dans cette zone. L’espèce polyploïde et ses deux espèces parentales se développent 
également à des altitudes et à des températures différentes. On retrouve l’espèce sauvage C. 
arabica dans des forêts tropicales de hautes altitudes, entre 1200-1950m (Davis et al., 2006), 
avec un optimum de températures moyennes annuelles pour l’espèce de 18-21°C (Damatta & 
Ramalho, 2008). L’espèce sauvage C. canephora est issue de forêts équatoriales humides de 
basses à moyennes altitudes, entre 250-1500m (Davis et al., 2006), avec un optimum de 
températures moyennes annuelles pour l’espèce de 22-26°C (Damatta & Ramalho, 2008). 
Enfin, l’espèce sauvage C. eugenioides se retrouve dans des forêts de hautes altitudes, entre 
1000 et 2000m, avec un optimum de températures moyennes annuelles pour l’espèce de 18-
23°C (Davis et al., 2006). Comme la plupart des espèces tropicales, les caféiers sont 
particulièrement sensibles au froid (Bauer et al., 1985; DaMatta et al., 1997; Ramalho et al., 
2003, Fortunato et al., 2009). De faibles températures limitent les zones géographiques de 
distribution des caféiers (Fortunato et al., 2009). Comme le souligne Fortunato et al. (2009), 
chez les caféiers, des effets négatifs sur la croissance des plantes sont observés dans des zones 
où les températures moyennes mensuelles sont inférieures à 15-16°C (Barros et al., 1999) et 
la photosynthèse est affectée sous 18°C (Ramalho et al., 2003).  
II.2.5  L’adaptation des caféiers en conditions de culture 
Deux espèces, C. arabica et C. canephora, sont cultivées dans toute la ceinture intertropicale. 
Les intervalles de températures des zones de culture de C. arabica et du C. canephora sont 
plus importants comparés aux températures des zones de diversification primaire ce qui 
témoignerait d’une certaine capacité adaptative de ces deux espèces. Il a été observé que pour 
des conditions de culture intensives, des variétés sélectionnées sont conduites à pousser dans 
des régions où les températures moyennes sont de 24 à 25°C (Damatta et al., 2008). L’origine 
de cette capacité pourrait ne pas avoir la même origine entre les deux espèces. La culture de 
C. canephora est basée sur des variétés issues de populations présentant une diversité 
génétique importante. L’exploitation de la diversité génétique naturelle pourrait être à la base 
de l’adaptation variétale aux conditions environnementales et aux systèmes de culture. En 
revanche, la culture de C. arabica est basée sur une population à très faible base génétique. 
Par exemple, en Amérique Latine plus de 80% du verger, s’étendant d’Hawaï au Brésil, est 
constitué uniquement de deux variétés de C. arabica (Caturra et Catuai) issues d’une même 
base génétique très étroite. Pourtant C. arabica s’adapterait à des conditions de culture très 
variables. Comparé à ces espèces parentales, il semble montrer une certaine aptitude à tolérer 
des variations de température plus importantes. 
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III. OBJECTIFS DE LA THESE 
Ces dernières années, les conséquences de l’allopolyploïdie sur la structure et le 
fonctionnement des génomes ont fait l’objet de plusieurs études. Celles-ci ont mis en évidence 
que l’expression des génomes polyploïdes pouvait être additive par rapport aux profils 
d’expression des espèces parentales mais également que, dans plusieurs cas, les profils 
d’expression des gènes montraient un écart à l’additivité à l’origine de phénotypes nouveaux. 
Les génomes allopolyploïdes ne seraient pas dus à la simple addition des génomes parentaux. 
Les changements provoqués par l’hybridation et la duplication du génome contribueraient à 
une plus grande plasticité phénotypique et à de nouvelles capacités adaptatives des espèces 
nouvellement formées. Ces études mettent également en évidence une grande diversité de 
réponse des génomes parentaux face au phénomène de polyploïdisation. Cependant, celles-ci 
soulignent également les limites technologiques et les difficultés méthodologiques dans 
l’exploration et la compréhension des génomes allopolyploïdes. 
Au cours de cette thèse, nous proposons d’observer et d’analyser le comportement d’une 
espèce allopolyploïde et d’établir sa plasticité face à différents régimes thermiques. Quatre 
objectifs majeurs ont été identifiés : 
• Evaluer les technologies et les analyses statistiques employées pour l’étude du 
transcriptome. 
Le chapitre I et II traiteront de la mise au point d’une puce à ADN et de son 
utilisation dans l’analyse des transcriptomes de caféiers. Dans le chapitre II, la PCR 
quantitative en temps réel (qRT-PCR) sera utilisée dans le but d’analyser les niveaux 
d’expression de gènes spécifiques à une voie de biosynthèse et enfin dans le chapitre 
IV sera utilisée, pour la première fois chez le caféier, le séquençage à haut débit de 
fragments d’ARN (RNAseq). L’objectif sera d’évaluer si les résultats obtenus sont 
dépendants de la technologie et/ou sensibles aux analyses statistiques employées et 
dans quelle mesure.  
• Etudier les variations entre le transcriptome d’un allopolyploïde et ceux des espèces 
parentales et établir si ces variations sont dépendantes des conditions 
environnementales. 
Le chapitre II traitera dans une première partie de la « divergence 
transcriptomique et de l’expression génétique non-additive chez l’allotétraploïde 
(Coffea arabica) et ses espèces parentales diploïdes (Coffea canephora et Coffea 
eugenioides) ». Ces variations seront observées dans deux conditions de température, 
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30-26°C et 26-22°C. Dans une seconde partie, les variations du transcriptome seront 
étudiées suivant une contrainte thermique imposée. La condition de température 30-
26°C sera considérée comme un stress thermique chaud pour les trois espèces 
étudiées. La condition de température 26-22°C sera utilisée comme un témoin tout en 
sachant qu’il s’agit d’une condition de température adéquate pour les trois espèces. 
• Etablir la plasticité des espèces allopolyploïdes face à différents régimes thermiques. 
Le chapitre III traitera de la « plasticité des allopolyploïdes face à différents 
régimes thermiques en comparant l’allopolyploïde C. arabica à ses deux espèces 
parentales diploïdes (C. canephora et C. eugenioides) ». Les caféiers sont des espèces 
tropicales sensibles aux fortes variations de température. La température est donc un 
enjeu majeur dans l’adaptation des caféiers à des changements climatiques globaux. 
Cette plasticité sera observée au cours de différents régimes thermiques contrastés, 18-
15°C, 23-20°C, 28-25°C et 33-30°C. Les changements de composition en acides gras 
jouent un rôle dans la fluidité membranaire et les variations observées dans le degré 
d’insaturation des acides gras sont considérées comme l’un des facteurs majeurs dans 
l’adaptation métabolique des plantes tempérées aux stress thermiques. Les études 
portant sur la sensibilité des plantes à différentes conditions de température 
contrastées se sont intéressées aux lipides et à leurs effets sur le fonctionnement des 
membranes cellulaires. Nous étudierons plus particulièrement cette voie de 
biosynthèse chez les trois espèces tropicales. 
• Comparer la plasticité observée chez les allopolyploïdes et la diversité de leurs 
espèces parentales. 
Le chapitre IV traitera de la « comparaison du transcriptome de C. arabica 
avec les transcriptomes de trois groupes génétiques de C. canephora ». Cette étude 
basée sur la technologie RNAseq, nous permettra de déterminer si les variations de 
divergence transcriptomique entre C. arabica et C. canephora observées sur la base 
d’un seul écotype de C. canephora à partir de la puce à ADN du café, s’observent en 
élargissant cette étude à d’autres écotypes de C. canephora adaptés à des zones 
écologiques différentes. 
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CHAPITRE I 
MISE AU POINT DE LA PREMIERE PUCE A ADN CHEZ LE CAFE 
Ce chapitre a fait l’objet d’une publication: 
Privat I, Bardil A, Bombarely Gomez A, Severac D, Dantec C, Fuentes I, Mueller L, Joët 
T, Pot D, Foucrier S, Dussert S, Leroy T, Journot L, de Kochko A, Campa C, Combes 
M-C, Lashermes P, Bertrand B. 2011. The ‘PUCE CAFÉ’ project: the first 15K coffee 
microarray, a new tool for discovering candidate genes correlated to agronomic and quality 
traits. BioMed central Genomics 12: 5. doi: 10.1186/1471-2164-12-5 
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Figure 1 : Représentation schématique des deux types de puces. 
Cette figure représente le plan expérimental des puces ADNc/oligonucléotides et 
des puces Affymétrix. En rouge et vert sont représentés les marquages de 
fluorescence en Cy3 et Cy5. Les puces ADNc et oligonucléotides sont des puces 
dites de « deux couleurs » où deux échantillons d’ADNc marqués sont co-
hybridés sur la même puce alors que les puces « Affymetrix genechip » sont des 
puces dites d’« une couleur » où un seul échantillon est hybridé sur chacune des 
puces. 
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INTRODUCTION AU CHAPITRE 
Ces dernières années, le rôle de l’allopolyploïdie dans les variations d’expression 
génique a fait l’objet de nombreuses études. La majorité de ces études traite des variations 
d’expression au niveau transcriptomique. Différentes techniques permettant d’étudier 
l’expression des gènes ont été développées. En utilisant des techniques telles que les Northern 
blot ou les PCR quantitative en temps réel (qRT-PCR), l’analyse de l’expression ne se fait que 
pour un seul gène à la fois ce qui ne permet pas d'avoir une vue d’ensemble des profils 
d’expression des gènes d’un individu. Ces dernières années, le développement de Puces à 
ADN a permis d’analyser, de façon comparative, les transcriptomes. Elles permettent une 
mesure simultanée des niveaux d’expression de milliers de gènes répartis sur l’ensemble du 
génome. Les analyses transcriptomiques par Puces à ADN correspondent à des hybridations 
d’ADNc/ARNa présents dans différents tissus, différents stades de développement ou soumis 
à différents traitements déposés sur lames. Les premières Puces fabriquées, appelées 
macropuces, utilisent la radioactivité pour marquer les sondes s’hybridant avec les molécules 
d’ADNc. Cependant deux inconvénients ont été identifiés, l’utilisation de la radioactivité et le 
nombre limité de gènes à étudier. Pour pallier cela, d’autres types de Puces, les micropuces, 
ont été développées. Deux types de micropuces peuvent être utilisés, les Puces 
ADNc/oligonucleotides et les Puces affymetrix (Figure 1). 
Les Puces ADNc et oligonucléotides sont des Puces dites de « deux couleurs » où deux 
échantillons d’ADNc marqués sont co-hybridés sur la même Puce (Figure 1). On peut prendre 
en exemple deux études, celle de Wang et al. (2006) qui étudient la divergence globale entre 
les espèces polyploïdes et leurs espèces parentales diploïdes et celle d’Udall et al. (2006) qui 
étudie la comparaison de l’expression de copies homéologues chez les espèces 
allopolyploïdes. Wang et al. (2006) ont développé une Puce à oligonucléotides longs (70-mer) 
où un marquage en Cy3- et Cy5-dCTP59 a été utilisé. 192 paires d’ADNc d’Arabidopsis 
thaliana ont été utilisées et deux dye-swaps (même quantité en ADNc marquée en Cy3 et 
Cy5) ont été effectués pour chacun des réplicats biologiques. Udall et al. (2006) ont créé une 
Puce à oligonucléotides courts basée sur des SNPs spécifiques du génome D et A de 
Gossypium. Des ESTs de trois espèces de Gossypium, dont un allopolyploïde (G. gossypium) 
et ses deux espèces parentales (G. arboreum et G. raimondii), ont été utilisés. A contrario, les 
Puces « Affymetrix genechip » sont des Puces dites d’« une couleur » où un seul échantillon 
 
59 Ce sont deux fluorochromes Cyanines : Cy5 (émission de fluorescence à une longueur d’onde de 662 - 670 nm, couleur rouge) et Cy3 
(émission de fluorescence à une longueur d’onde de 563 - 570 nm, couleur vert). Ils permettent de comparer les niveaux d‘expression relatifs 
de deux transcriptomes différents sur une seule puce. 
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est hybridé sur chacune des Puces (Figure 1). On peut prendre en exemple la Puce de Chagué et 
al. (2010) où différents génotypes de Triticum sont étudiés. 
Ces Puces peuvent également être utilisées de façon « hétérologue ». Elles sont développées pour 
une espèce donnée mais utilisées pour une autre. Ainouche et al. (2009) utilisent une Puce 
dessinée pour Oryza (44 K rice Agilent array (Agilent G2519F)) afin d’étudier le transcriptome 
d’une espèce polyploïde invasive, Spartina anglica. Les auteurs soulignent le fait que 70% des 
21510 gènes d’Oryza ont été hybridés par quatre individus Spartina. Ces proportions seraient en 
accord avec les hauts niveaux de conservation des séquences codantes (environ 90% d’identité) 
estimés entre Oryza et Spartina. Enfin l’utilisation des Puces peuvent se faire à partir de sondes 
anonymes d’ADNc pour comparer les transcriptomes, comme chez Senecio, des parents, hybrides 
et allopolyploïdes (Hegarty et al. 2005, 2006, 2008). Les transcrits montrant une expression 
différentielle peuvent être séquencés et identifiés a posteriori. 
Ce premier chapitre sera consacré à la mise au point de la première Puce à ADN chez le 
café. Cette Puce a été produite à partir de séquences d’EST de café publiées et provenant 
essentiellement des différentes étapes du développement du fruit et des feuilles de Coffea 
canephora cv. Robusta. La Puce café a été développée sur une Puce à oligonucléotides longs à 
haute densité sur la base de 15721 unigènes dérivant des séquences d’ESTs de café publiées. Des 
échantillons de deux expériences indépendantes ont été hybridés sur la PuceCafé. La première 
expérience permet la comparaison des profils d’expression génique chez trois tissus de Coffea 
arabica cv. Caturra (graines, feuilles et fleurs). La seconde expérience permet la comparaison des 
profils d’expression génique chez des feuilles de trois espèces de caféiers, l’allotétraploïde 
(Coffea arabica) et ses deux espèces parentales diploïdes (Coffea eugenioides et Coffea 
canephora). Des analyses statistiques et une validation par qRT-PCR ont été effectuées. 
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METHODOLOGY ARTICLE Open Access
The ‘PUCE CAFE’ Project: the First 15K Coffee
Microarray, a New Tool for Discovering Candidate
Genes correlated to Agronomic and Quality Traits
Isabelle Privat1*, Amélie Bardil4, Aureliano Bombarely Gomez3, Dany Severac2, Christelle Dantec2, Ivanna Fuentes2,
Lukas Mueller3, Thierry Joët5, David Pot6, Séverine Foucrier1, Stéphane Dussert5, Thierry Leroy5, Laurent Journot2,
Alexandre de Kochko5, Claudine Campa5, Marie-Christine Combes4, Philippe Lashermes4, Benoit Bertrand4
Abstract
Background: Understanding the genetic elements that contribute to key aspects of coffee biology will have an
impact on future agronomical improvements for this economically important tree. During the past years, EST
collections were generated in Coffee, opening the possibility to create new tools for functional genomics.
Results: The “PUCE CAFE” Project, organized by the scientific consortium NESTLE/IRD/CIRAD, has developed an
oligo-based microarray using 15,721 unigenes derived from published coffee EST sequences mostly obtained from
different stages of fruit development and leaves in Coffea Canephora (Robusta). Hybridizations for two independent
experiments served to compare global gene expression profiles in three types of tissue matter (mature beans,
leaves and flowers) in C. canephora as well as in the leaves of three different coffee species (C. canephora, C.
eugenoides and C. arabica). Microarray construction, statistical analyses and validation by Q-PCR analysis are
presented in this study.
Conclusion: We have generated the first 15 K coffee array during this PUCE CAFE project, granted by Génoplante
(the French consortium for plant genomics). This new tool will help study functional genomics in a wide range of
experiments on various plant tissues, such as analyzing bean maturation or resistance to pathogens or drought.
Furthermore, the use of this array has proven to be valid in different coffee species (diploid or tetraploid),
drastically enlarging its impact for high-throughput gene expression in the community of coffee research.
Background
In recent years, microarray technology has demonstrated
the power of the high-throughput study of gene expres-
sion in unravelling key processes in plant biology [1-3].
Microarrays have become especially relevant for species
where little genome information is available and where
intensive laboratory work is necessary to gain insight
into a particular biological process, as well as to identify
candidate target genes for future breeding programs
[4,5].
The genus Coffea (Rubiaceae family) encompasses
approximately 100 species, all of which are native to the
African continent, Madagascar and the Mascarene
Islands [6]. Two of these species Coffea canephora
(robusta) and Coffea arabica, are widely cultivated for
the production of coffee beverages. The former is
diploid (2n = 2× = 22) and allogamous, the latter, allote-
traploid (2n = 4× = 44) and preferentially autogamous.
Approximately 60% of the world coffee production
comes from C. arabica versus 40% for C. canephora. In
terms of cup quality, consumers appreciate C. arabica
(Arabica) more due to its taste, which is less bitter and
more flavourful compared with C. canephora (Robusta).
While it is not widely known, coffee is one of the most
valuable international exchange commodities in agricul-
tural trade. This is reflected in the fact that raw coffee
values rank fourth on the international stock market
only after wheat, sugar, and soya [7]. Furthermore, over
25 million people worldwide are linked to coffee cultiva-
tion and processing. Despite these economic aspects,
* Correspondence: isabelle.privat@rdto.nestle.com
1Nestlé R&D Tours, 101 Avenue Gustave Eiffel, Notre Dame d’Oé, BP 49716,
37097 Tours Cedex 2, France
Full list of author information is available at the end of the article
Privat et al. BMC Genomics 2011, 12:5
http://www.biomedcentral.com/1471-2164/12/5
© 2011 Privat et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
37
coffee research suffers from a lack of both scientific and
financial investment. Also, coffee is a perennial plant
which only begins to bear seed after about five years,
which makes genetic studies more complicated and
time-consuming. While some genomic information is
publicly available for coffee (e.g., an expressed sequence
tag (EST) database), it lags far behind what is available
for many other agricultural species. As a result, coffee
researchers have only limited access to the plethora of
genomic resources available for most major crop
species.
During the past few years, aiming to develop genomic
tools to assist future coffee research, various scientific
groups have produced large scale sets of Coffea EST
sequences. However, the number of publicly available
ESTs remains low because many of the sequences dis-
covered fall under the domain of private property and
are not published. At the time when the PUCE CAFE
Project began, two large coffee EST databases were
available: the NESTLE/Cornell and IRD databases
with respectively 62,877 and 8782 sequences. Those
sequences were mainly cDNA derived from leaves, fruit
(whole cherries), pericarp and beans at different stages
of maturation in Coffea canephora (robusta) [8,9]. The
research aimed to catalogue as many genes as possible
which are involved in the bean-filling period of fruit
development in order to better understand the final
composition of the beans which constitute the commer-
cial product. The purpose of the PUCE CAFE Project
was to develop a long oligonucleotide array based on
available sequences and thus to use this new tool to per-
form large-scale transcriptomic analyses in different
areas such as bean/fruit development, polyploidy or
drought resistance in Coffea canephora or Coffea ara-
bica. To assess its utility, we ran a comparison between
three different tissues, i.e. mature beans, flowers and
fully-expanded leaves, in Coffea arabica in order to cata-
logue genes specifically expressed in each tissue. We
analyzed in particular the genes involved in fatty acid
synthesis and storage proteins and compared our results
with those in recent publications on Coffea [10] and
also with exalbuminous bean species. Then we tested
the usability of our 15k microarray for three coffee
species.
Methods
The Coffee Gene Assembly (Build II)
To create the SGN Coffee Unigene Build II http://solge-
nomics.net/, 71,659 EST (Expressed Sequence Tag)
chromatograms were processed from the following
C. canephora sequence libraries: cccl (coffee leaf, 11,655
chromatograms), cccp (coffee pericarp, 10,849 chroma-
tograms), cccs18w (coffee early-stage bean, 1,972 chro-
matograms), cccs30w (coffee middle-stage bean, 15,318
chromatograms), cccs42w (coffee late-stage bean, 42
weeks after pollination, 469 chromatograms), cccs46w
(coffee late-stage bean, 46 weeks after pollination,
10,907 chromatograms), cccwc22w (coffee early-stage
whole fruit, 11,660 chromatograms), irdccf (IRD coffee
cherry in various developmental stages, 5,089 chromato-
grams), irdccl (IRD, young leaves, 3,693 chromatograms)
and nDav1 (Nestle Dav1, 47 chromatograms), using
PHRED software http://www.phrap.org/phredphrap-
consed.html[11]. The sequences were processed
to remove vector, adaptors and low complexity
sequences using an SGN-developed Perl script).
Chimeric sequences were screened by processing the
BLAST results [12] using Arabidopsis thaliana ftp://ftp.
arabidopsis.org/home/tair/Sequences/ as reference data-
set and a SGN Perl script. A total of 55,539 sequences
passed the filter tests and were used in the assembly.
The unigene assembly was created in two steps. First,
using a self-BLAST and an SGN Perl script (precluster.
pl), we implemented a pre-clustering phase of the EST
sequences with a minimum identity percentage of 90%
and a minimum alignment length of 30 bp. Secondly,
we used CAP3 software http://seq.cs.iastate.edu/[13] for
each cluster with the following parameters: -e 5000 -p
90 -d 10,000 -b 60. The -e, -d and -b options were set
so that the assembler would disregard them or minimize
their effect. The -p option increased the sequence iden-
tity necessary with overlaps to 90 from a default of 75,
and thus was found to be lacking in stringency.
Concerning unigene annotations, we first made a
homology search using the BLAST program against
GenBank ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genbank/ and Arabidopsis
thaliana ftp://ftp.arabidopsis.org/home/tair/Sequences/
datasets, setting an e-value of 1e-10 as the cutoff value.
Secondly, we implemented a prediction of protein
sequences based on unigene sequences using ESTScan
software http://estscan.sourceforge.net/[14] and an SGN
Perl script (longest6frame.pl), which simply determines
the longest open reading frame and translates it into a
protein sequence. Thirdly, we set up a protein domain
homology search on predicted protein sequences using
InterProscan software http://www.ebi.ac.uk/Tools/Inter-
ProScan/[15]. All the information concerning the differ-
ent scripts used to perform EST assembly are available
on https://github.com/solgenomics/sgn-home/tree/
master/aure/scripts/old_sgn_transcript/.
Long Oligonucleotide Microarray Design and Synthesis
The Coffea canephora long oligonucleotide set was
designed and synthesized by Operon (Cologne,
Germany) based on the SGN Coffee Build II (15,721
unigenes; http://solgenomics.net/). An amino linker was
attached to the 5’-end of each oligonucleotide. The oli-
gonucleotides, selected to limit secondary structure,
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have a melting temperature of 67 ± 3°C, length 65 ± 5
bases, GC content 43 ± 5%. More than 98% of the oligo-
nucleotides were within 1000 bases from the 3’-end of
the available gene sequence. For 195 unigenes, no ade-
quate oligonucleotide could be designed and therefore
correspond to “missing genes” (Additional File 1).
BLAST alignments were performed to identify oligonu-
cleotides that could cross-hybridize with other
sequences of the SGN Coffee Build II. Finally out of
15,522 oligonucleotides designed, there are 371 oligonu-
cleotides which have > 70% of overall identity to another
unigene and have a contiguous identical length of over
20 nt common to another unigene (Additional File 2).
Plant Material and RNA Extraction
In a first experiment (Experiment 1), we compared three
tissues, namely fully-expanded leaves, open flowers and
mature beans. They were collected from C. arabica
L. cv. Caturra T 2308 grown in greenhouse conditions
in Tours, France.
In a second experiment (Experiment 2), we compared
fully-mature leaves of three species (namely C. arabica,
C. canephora and C. eugenioïdes) to determine if our
microarray could be used for different coffea species.
C. arabica was represented by the cv. ‘Java’ issued from
the Arabica woodland Ethiopan pool and by one geno-
type representing the Arabic-cultivated pool. C. cane-
phora was represented by the cv. ‘Nemaya’ derived from
the cross of two Congolese genotypes. Finally, C. euge-
nioides was represented by several genotypes, collected
in Kenya at the Mount Elgon. The coffee seedlings were
grown in a greenhouse with natural daylight and a con-
stant temperature of 24° C and watered as necessary.
After 120 days, the plants were transferred for an addi-
tional 60 days to a phytotron chamber (CRYONEXT,
France, model RTH 1200L). The standard conditions in
the phytotron were 12-hr light (600 μmol.m-2s-1, 26° C),
12-hr dark (22° C), with 80% to 99% relative humidity.
In each growth chamber three plants for each species
were cultivated. Each plant represented one replicate.
Two fully-developed leaves were collected from each
plant (i.e. two leaves/replicate) at noon (6-8 hours after
lights on) and then flash-frozen in liquid nitrogen.
Tissues were ground into a powder and total RNA
was extracted using the RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen;
Valencia, Cal., USA), then treated with DNase following
the manufacturer’s instructions. Total RNAs were finally
eluted from the columns with RNase-free water (2 × 30
μL). For each tissue, three independent RNA extractions
were performed. All RNA samples were analyzed by for-
maldehyde agarose gel electrophoresis to assess their
integrity. To test for contamination by polyphenols, car-
bohydrates and proteins, a NanoDrop ND-1000 spectro-
photometer (NanoDrop Technologies; Wilmington,
Delaware, USA) was used. Only RNA samples with OD
260/280 > 1.8 and OD 260/230 > 2 were used for
further analysis.
RNA Labelling
For the preparation of the labelled Cy3- and Cy5- aRNA
target, one microgram of the total RNA samples were
amplified and labelled using the Amino Allyl Message
Amp II aRNA Amplification Kit (Ambion;
Austin, Texas, USA), according to the manufacturer’s
instructions.
Microarray Printing
The synthesized oligonucleotides were arranged in 384-
well plates, and dissolved at 20 μM in a phosphate buf-
fer (150 mM, pH 8.5). The oligonucleotide probes were
printed on reflective epoxysilane-coated slides (Ampli-
slide, Genewave, Ecole Polytechnique, France) using a
Lucidea Array printer (GE HealthCare, St. Catharines,
Ontario). The oligonucleotides library also included sets
of positive and negative control points that were used
for verifying, for example, the quality of the microarray
and mRNA, the sensitivity and linearity of the signal, or
the consistency of the assay. In addition, the expected
dye ratios were determined and the differences in signal
intensities due to the differences in dye incorporation
and quantum yield were estimated.
Hybridization
Prior to hybridization, oligonucleotides were cross
linked to the slides by UV irradiation at 100 mj and the
excess was removed from the arrays by washing them
twice in one minute in 0.2% sodium dodecyl sulphate
(SDS). Arrays were then washed twice in distilled water.
The two labelled aRNA were added to Microarray
Hybridization Buffer Version 2 (GE HealthCare, St
Catharines, Ontario) in a final concentration of 50% for-
mamide, denaturated at 95° C for three minutes and
applied to the microarrays in individual chambers of an
automated slide processor (GE HealthCare, St Cathar-
ines, Ontario). Hybridization was carried out at 37° C
for 12 hours. Hybridized slides were washed at 37° C
successively with 1× Saline Sodium Citrate, 0.2% SDS
for 10 minutes, twice with 0.1× SSC, 0.2% SDS for 10
min, with 0.1× SSC for one minute and with isopropa-
nol before air drying.
Data Acquisition
Microarrays were immediately scanned at 10 μm resolu-
tion in both Cy3 and Cy5 channels with GenePix 4200AL
Scanner (Molecular Devices, Silicon Valley, Cal., USA)
with variable photo multiplier tube (PMT) settings
to obtain maximal signal intensities with <0.1%
probe saturation. ArrayVision® software (GE HealthCare,
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St Catharines, Ontario) was used for feature extraction.
Spots with high local background or contamination fluor-
escence were flagged manually. A local background was
calculated for each spot as the median values of the fluor-
escence intensities of four squares surrounding the spot.
Real-time PCR
We carried out reverse transcription of total RNA using
random hexamer oligonucleotides and SuperScript II Kit
(Invitrogen, Carlsbad, Cal., USA) according to the man-
ufacturer’s instructions. Real-time PCR was performed
on a LightCycler® 480 equipped with a 384-well block
using the LightCycler® 480 SYBR Green I Master Mix
(Roche Diagnostics, Indianapolis, Ind., USA) according
to the manufacturer’s instructions. The primer
sequences used for the determination of gene expression
levels are given in Additional File 3. The selection of
appropriate housekeeping genes was performed using
geNorm [16]. The level of expression of each gene X
was normalized to the geometric mean of the expression
levels of 3 reference genes (Spermidine synthase 1,
Cyclophilin and Actin-11), according to the formula
X
R R R
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Ct R Ct R Ct R
1 2 3
2
3
1 2 3
3
× ×
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( )− ( )+ ( )+ ( )⎛⎝⎜⎜
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where Ct is the threshold cycle and R1, R2, R3 are the
3 reference genes.
Additional information concerning the Q-PCR experi-
ment can be found in the MIQE document (Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time
PCR Experiments) (See Additional File 4).
Experimental Design and Data Analysis
For the first experiment, for qRT-PCR as for microarray,
three biological replicates were made for each tissue ana-
lyzed (i.e. leaves, flowers and mature beans). The follow-
ing comparisons were made: Bean-Flower, Leaf-Flower
and Leaf-Bean. In all, we performed microarray analyses
on 18 slides [3 (replicates) × 2 (dyes) × 3 (organs)]. For
qRT-PCR we performed 3 technical replicates × 3 biolo-
gical replicates × 3 organs for 108 genes and three refer-
ence genes (R1, R2 and R3) for each tissue.
For the second experiment, three biological replicates
were done, each of one containing two leaves. In total
we used 36 slides [3 (replicates) × 2 (dye) × 6 (compari-
sons)]. All microarray analyses were performed using
Bioconductor http://www.bioconductor.org, the open
development software project for the analysis and com-
prehension of genomic data.
Preprocessing
A quality analysis was made by generating image plots
(MA-plots, boxplot, visualization of the array).
No background correction was performed. Few spots
were flagged and controls were removed for the normal-
ization. Loess normalization was performed for each
microarray to correct the dye effect and technical bias.
Then the microarray data were filtered keeping the spot
intensity above a median of 90 percent of the control
spots (Empty/Negative Control - NC) plus twice the
deviation standard, applied to both channels (Red and
Green).
Statistical Analysis
Two tests of differential expression were conducted
simultaneously: the first test fit a linear model for the
expression data for each gene by using the Limma Pack-
age (Linear Models for Microarray Data) [17], the sec-
ond test SAM used repeated permutations of the data to
determine significant genes [18]. It was conducted with
the Siggenes package from Bioconductor. Multiple test-
ing adjustments were performed by using a false discov-
ery rate approach [19]. These two analyses allowed us to
rank significantly expressed genes. The Bioarray Soft-
ware Environment (BASE - [20]) (local installation:
http://baseprod.igf.cnrs.fr/index.phtml) was used to
visualize the differential expression for each gene.
Reproducibility of Biological Replicates and Specificity of
the Microarray
For the first experiment, coefficients of variation were
calculated for the mean signal intensity for the 6 slides
(i.e, two dyes × three biological replicates). Using the
procedure rank in SAS 9.2 (SAS Institute, Cary, NC),
each CV received a rank according to the size of the CV
value. These rank values were then expressed on a 100-
based scale.
The effect of sample size on the power of statistical
tests for different CVs was estimated using the sample
size estimate procedure for a two-sample t-test in SAS
9.2 with a = 0.01, group 1 mean = 1, and group 2 mean
= 1.5 or 2.5. The effect of the CV on the minimally
detectable expression ratio (threshold expression ratio)
was iteratively estimated for a power of 0.9 and a = 0.01
using the sample size estimate procedure for a two-sam-
ple t-test.
To validate the expression changes found in Microar-
ray Experiment 1, transcript levels of 108 genes and
three reference genes were quantified by Q-PCR (with
validated primers [10]). Results obtained by both techni-
ques (microarray and Q-PCR) (Additional File 3) were
compared by calculating the Pearson correlation coeffi-
cients (SAS 9.2). For the microarray, the data input into
the correlation analysis was the Log2 ratio value of the
weighted average for each gene on the composite array
representing all replicates. For qRT-PCR, we used the
mean Log2 ratio value representing all replicate plants.
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All correlation analyses carried an alpha value of 0.01
and were performed using SAS 9.2.
For the second experiment, background noise was
defined from the intensity of “negative” controls (NC).
The median of the negative controls was calculated.
A gene was considered expressed if the intensity
exceeded twice the standard deviation. If a gene is sig-
nificantly expressed during a comparison (6 hybridiza-
tions), its signal should be superior to the highest
background noise in each hybridization (maximum 6
times). We chose to fix this threshold to 5, and for each
species we screened the number of genes that reached
or surpassed this value (Additional File 5).
A hierarchical tree-clustering support method was
performed using TMeV 4.0 software from TIGR. The
Euclidean distance was used as a measure of similarity
or distance between hybridizations. As a rule, the
Average-Link Method was used for linking clusters.
With this method, distance calculations are based on
pairs of clusters: taking the average between the dis-
tance of objects from the first cluster and of objects
from the second cluster. The averages are performed
for all pairs to determine the actual distance between
clusters.
Venn diagrams were generated using the online Venny
tool http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html.
Gene Ontology Functional Enrichment Analysis
Computational annotation was also performed using
Blast2GO software v2.4.4. (http://www.blast2go.org web-
site) [21]. The annotation step was performed using the
BlastX algorithm, the NCBI nr database and a Blast
expectation value threshold of 1E-3. The Blast2GO tool
was then used to obtain GO information from retrieved
database matches. Mapping of all sequences was per-
formed using default parameters. An InterPro Scan was
also performed to find functional patterns and related
GO terms by using the specific tool implemented in the
Blast2GO software with the default parameters. Finally,
an enrichment analysis was completed for the sets of
up-regulated unigenes in each of the three tissues stu-
died using the corresponding Blast2GO module, which
is based on Fisher’s Exact Test and FDR statistics. Addi-
tional File 6 shows GO terms showing a significantly
higher or lower frequency in tissue-specific unigene sets
in comparison with the full set of unigenes of the PUCE
CAFE array.
Availability of the Microarray Data
Microarray data are publicly available at http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo/. The GEO accession number is
GSE24754 for Experiment 1 and GSE24682 for Experi-
ment 2. The array is referenced as GPL10928.
Results and Discussion
Chip Quality
To estimate the quality of the work performed by the
MGX platform (Montpellier, France), one validation
experiment (Experiment 1) was implemented. Expres-
sion was compared in three tissues, namely fully-
expanded leaves (L), open flowers (F) and mature bean
(B) in Coffea Arabica. Three biological replicates were
used for each tissue. The following comparisons were
studied: Bean-Flower, Leaf-Flower and Leaf-Bean.
Raw quantification and background noise values were
represented for each chip (data not shown). Visually, the
flags indicated invalidated spots. In this way it was pos-
sible to visualize whether there were any particular arte-
facts on a slide, due for example to washing impurities
or to the presence of dust. The distribution of raw
intensities, background noise and log-ratios were uni-
form. Very few spots were flagged (Table 1) and back-
ground noise was low and virtually constant when signal
intensity increased (Figure 1) indicating that the chips
were of very good quality.
Signal Distribution for each Hybridization and Data
Standardization
Gene expression was compared as a function of the dye
(Cy3 or Cy5). Background noise was defined from the
intensity of “negative” controls (NC). The median of the
negative controls was calculated. A gene was considered
expressed if the intensity exceeded twice the standard devia-
tion. We compared efficiency for Cy3 and for Cy5 incor-
poration. The dye bias was greater for low-value signals. Of
15,998 genes, 40.76% were always significantly expressed
compared to background noise for the red dye and 44.70%
for the green dye. This bias was largely corrected by stan-
dardizing the data using the Loess regression method.
After standardization, the curves for the Cy3 and Cy5
signals were superposed upon the density graphs (Fig-
ure 2). The MA-plot scatterplots did not display any
striking differences as most of the technical biases were
reduced by using automated protocol as well as specific
slides for reducing differences due to dye incorporation.
Box-plots of both pre- and post-normalization (Figure
3A and 3B) confirmed that our data were successfully
Table 1 In Experiment 1, for each comparison (six slides)
16,512 spots were examined
Comparisons Number of Spots invalidated by visual examination
(Flags)
Leaf/bean 16
Leaf/flower 34
Bean/flower 7
The number of genes invalidated by visual examination is indicated.
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normalized. Data quality was assessed by comparing the
signal intensity data from each array to that obtained from
the technical or biological replicates. Pearson correlation
between replicates was calculated for every gene in all the
arrays, resulting in a very high correlation level, with
a coefficient of >0.89 for every independent experiment in
a pairwise comparison (Figure 3D). This high coefficient is
indicative of the precision level in which the microarray is
able to process transcriptomic data reliability.
A support tree-clustering method with bootstrapping
using expression data was performed to statistically vali-
date the tool. Figure 3C showed a high level of similarity
between the replicates.
Reproducibility of Biological Replicates
The variability between expression profiles derived from
the two dyes and the three biological replicates was esti-
mated. For each experiment we calculated the coefficient
of variation (CV) for the mean signal intensities for six
slides (i.e. 2 dyes × 3 biological replicates). Ninety percent
of the spots on the arrays could be determined with a CV
of less than 42% (Table 2). These values are consistent
with those obtained previously [22]. The CV (%) was then
plotted against the relative rank of the CV (Additional file
7). Based on this estimated variance, a power analysis was
performed for a two-sample t- test (Additional file 8).
With a CV of 35%, a sample size of six slides can
detect a 2-fold change in gene expression with a power
of 90%, with a Type I error rate of 10%. The detection
of 1.5-fold changes with a Type I error rate of 0.1, a
power of 90% and sample size of six slides requires the
CV to be below 20%. We therefore concluded that a
sample size of six slides would allow acceptable control
of both Type I and Type II errors.
Analysis of Differential Expressions
Two statistical analyses were performed on normalized
data from Experiments 1 and 2, one by the Limma
Figure 1 Plots for each Channel of Background Intensity versus Intensity. The background is uncorrelated and does not increase along
with the intensity. Flower vs. leaf comparison data are presented here.
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Method (linear model), the other by the SAM Method
(significance analysis for microarray) with two thresh-
olds P = 0.01 and P = 0.05. For each comparison, lists
of differentially-expressed genes were generated. One
list was derived from the “Limma” analysis, the other
from the “SAM” analysis. The files are available on
BASE http://baseprod.igf.cnrs.fr/index.phtml. The
Limma Method was more restrictive than the SAM
Method, so the number of genes determined as being
significantly differentially expressed was therefore smal-
ler. Nevertheless, the totality of these genes was also
detected by the SAM Method in the three comparisons
conducted. These genes were therefore validated by two
independent methods (results not shown). The lists
resulting from the SAM 0.01 analysis were used to com-
pare differentially-expressed genes for each comparison
(Figure 4 for Experiment 1 and Figure 5 for Experiment
2). The lists resulting from the Limma P = 0.01 analysis
was used to identify over-expressed genes in one specific
tissue (bean flower or leaf) (Figure 6 Additional file 9).
Comparison of the Three Tissues (Mature Bean, Flower,
Leaf)
The number of genes that were differential and signifi-
cantly expressed when comparing different tissues was
between 9,021 and 9,999 genes (Figure 4), i.e. between
58% and 64% of genes spotted on the array. For each
comparison, the percentages of up-regulated genes
Figure 2 Density Plot and MA-plot for Both Channels Before and After Normalization. Density plot: green and red curves represent the
densities of the intensity of the green and the red channel. After normalization, the curves are similar. MA-plot: After normalization, the data fall
to a straight horizontal line along 0; before normalization, there is a slight upward curve. Data from leaf vs. bean comparison (Hybridization No.
1, Experiment 1) are presented in this example.
Privat et al. BMC Genomics 2011, 12:5
http://www.biomedcentral.com/1471-2164/12/5
Page 7 of 14
43
0,8
0,82
0,84
0,86
0,88
0,9
0,92
0,94
0,96
0,98
1
Le
af/
Be
an
 (H
yb
 1/
2/
3)
Le
af/
Be
an
 (H
yb
 4/
5/
6)
Flo
we
r/L
ea
f (
Hy
b 7
/9
/1
1)
Flo
we
r/L
ea
f (
Hy
b 8
/1
0/
12
)
Be
an
/F
low
er
 (H
yb
 13
/1
5/
17
)
Be
an
/F
low
er
 (H
yb
 14
/1
6/
18
)
Pe
ar
so
n 
co
rr
el
at
io
n 
R
A B
C
D
Figure 3 Quality Analyses between Biological and Technical Hybridization Replicates for Experiment 1 (Bean, Flower and Leaf).
Hybridizations 1-6 correspond to Leaf-Bean comparisons. Hybridizations 7-12 correspond to Flower-Leaf comparisons and hybridizations, and
13-18 correspond to Bean-Flower comparisons. The box-plots allow us to compare the log2 (ratio) distribution of all the hybridizationsbefore
(A) and after (B) normalization. The distribution of log2 ratios for all the comparisons is shown on one plot. The baseline is set to a similar raw
expression level, allowing the inter-chips comparison. (C) Hierarchical clustering of samples using Euclidean Distance on normalization data. The
samples cluster primarily by replicates. In blue is the flower-leaf comparison; in green, the leaf-bean comparison and in brown, the bean-flower
comparison. (D) Person correlation at gene-level for all the probes in the replicates of the microarray. All the replicates showed a correlation
value greater than p > 0.89 thus showing a high level of similarity.
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varied between 30 and 33%. The three tissues therefore
behaved globally in an identical manner.
Correlation between qRT-PCR and Microarray Results for
111 Genes
Consistent with the previous results [23], fold change
results determined by qRT-PCR were significantly
greater than fold change assessed for the same genes by
microarray analysis. Correlations for the data sets (i.e.,
bean/flower, flower/leaf, leaf/bean) ranged from 0.78-
0.81 (p < 0.01) for the 108 genes analyzed (Additional
file 3). The direction of change was similar for both
qRT-PCR and microarray for 70-75% of the genes ana-
lyzed. Furthermore, when we correlated only the signifi-
cantly-expressed genes (SAM 0.05) (> 1.5 fold change),
the degree of correlation between microarray and qRT-
PCR results was higher, ranging from 0.85-0.87 (p <
0.01) for 83 genes. The lack of congruence between
both methods for genes exhibiting low levels of variation
(< 1.5 fold change) has been commonly reported [24].
These results validate the implicit assumption that there
is a good correlation between the microarray data and
the mRNA levels in the tissue under investigation.
Specifically Over-Expressed Genes in each Tissue (Mature
Bean, Flower, Leaf)
Based on the lists of deregulated genes identified for each
comparison (Limma Analysis; P = 0.01), Venn diagrams
were constructed (Figure 6). Over-expressed genes in
each specific tissue were so listed (Additional file 9).
1,565 genes were significantly over-expressed in the bean
compared to the leaves and flowers (Figure 6A and Addi-
tional file 9). Likewise, 220 “flower-specific” (Figure 6B)
and 176 “leaf-specific” (Figure 6C) genes were identified.
The number of genes which are over-expressed in the
bean is significantly higher than those identified in
flower and leaf. This observation is quite normal since
the PUCE CAFE array is mainly based on genes
expressed in the grain during fruit maturation.
This analysis is quite interesting and clearly identified
the genes involved in different metabolic pathways speci-
fic to each organ. In order to shed light onto the pro-
cesses involved under the conditions studied, we
enriched the Gene Ontology (GO terms) among up-
regulated genes in the three different organs. Additional
file 6 shows GO terms showing a significantly higher or
lower frequency in tissue-specific unigene sets in compari-
son with the full set of unigenes of the PUCE CAFE array.
Validity of Microarray Results related to Biosynthesis
Pathways of Lipids or Storage Proteins
To test the accuracy of the results obtained with the 15k
coffee microarray a bit further, we compared expression
Table 2 Mean, Median and P90 of the Coefficients of
Variation (CV) of the Fluorescence Signal Intensity
Comparison Tissue Mean Median P90
Leaf/bean Leaf 27.31 24.15 41.58
Bean 25.66 21.82 38.93
Leaf/flower Leaf 23.38 21.76 35.68
Flower 22.92 20.46 32.59
Bean/flower Bean 23.28 20.58 37.56
Flower 19.90 17.96 32.26
Flowers
Beans Leaves
9923
(63.9%)
9021
(58.1%)
4683
(30.2%)
9999
(64.4%)
4338
(27.9%)
4913
(31.6%)
5010
(32.3%)
4921
(31.7%)
5078
(32.7%)
Figure 4 Transcriptome divergence between the three tissues (flower/leaf/mature bean). The total number and fraction of genes
diagnosed as differentially expressed in each contrast are indicated in bold text. Also shown for each contrast is the partitioning of the total
number of differentially expressed genes in the direction of up-regulation; these numbers are indicated in non-bold text. For example, 9923
genes are indicated as being differentially expressed between flowers and leaves. Of these, 5010 (32.3%) were up-regulated in flowers, and 4913
(31.6%) were up-regulated in beans. Around 58-65% of the 15,522 unigenes were differentially expressed between the three tissues.
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patterns of a few genes involved in well-characterized
biosynthetic pathways of lipids or storage proteins with
those described in studies on Coffea and model plants.
As storage tissue, the mature endosperm accumulates
nutrient reserves (mainly cell-wall polysaccharides,
sucrose, proteins and oils) which are mobilized by the
embryo during germination and seedling growth. As
expected, most of the genes involved in the accumula-
tion of these storage compounds displayed enhanced
transcriptional activity in the bean compared to leaves
and flowers.
Study of Different Genes Involved in the Biosynthesis of
Lipids
In coffee leaves, linolenic acid (18:3) is the predominant
FA (fatty acid) [25], whereas it represents only a small
percentage of the total FA in beans [26]. Accordingly,
the gene encoding the enzyme involved in converting
linoleic acid to linolenic acid (ω-3 desaturase, FAD8)
was significantly over-expressed in leaves compared to
beans (Table 3). Similarly, although waxes can be
detected in beans and flowers, these compounds predo-
minantly accumulate in leaves. The first step of wax bio-
synthesis involves a b-Ketoacyl-CoA Synthase (KCS)
activity, which initiates the biosynthesis of a very-long
chain of fatty acids specific to waxes. Again, the micro-
array showed evidence of a higher KCS gene expression
in leaves compared to other tissues (Table 3).
The acyl-ACP thioesterase (encoded by the Fat B
gene) was described as the control point of the remark-
ably high palmitic acid content of Arabidopsis flowers in
comparison with other organs [27]. A similar expression
pattern was observed for the putative FatB gene in
coffee, suggesting that the coffee flower could also be
highly rich in this fatty acid. Finally, since coffee flowers
are well known for their jasmine fragrance, we investi-
gated the expression pattern of a putative JMT gene that
encodes a jasmonate O-methyl transferase. Indeed, the
volatile plant hormone jasmonate and methyl-jasmonate
are also directly involved in flower fragrance [28]. As
expected, JMT expression appeared to be highly specific
in coffee flowers (Table 3).
Finally, the bean-specific expression of genes encoding
DGAT (Table 3), the enzyme catalyzing the last step of
triglyceride synthesis [29], and Oleosin-2, a structural
component of oil bodies [30], provided that we had a
good signature of storage lipid accumulation in the cof-
fee bean.
Study of Genes Encoding Main Proteins Stored in Mature
Beans
The storage proteins in the bean constitute the major
portion of the proteins found in ripe beans. The expres-
sion of these proteins is temporally regulated during the
coffee cherry ripening period and is restricted to bean
tissues such as cotyledons or endosperm [31]. The cof-
fee storage protein 1 (csp1) mRNA encoding 11 S globu-
lin is highly accumulated in ripe beans and poorly
detected in leaves or flowers (Table 4) as shown in pre-
vious publications [10,32]. The coffee storage protein 2
(csp2) mRNA is also detected in the ripe bean but con-
siderably less than csp1, suggesting that among the csp
gene family a strong difference of expression can be
observed from one member to another.
The late embryogenesis abundant (LEA) proteins, a
diverse class of highly abundant, heat-stable proteins,
Coffea arabica
Natural allopolyploids (n=44)
Coffea canephora
Diploid (n=22)
Coffea eugenioides
Diploid (n=22)
22°C night / 26°C day
8100
(52.2%)
7047
(45.4%)
3547
(22.9%)
8460
(54.5%)
3500
(22.5%)
4070
(26.2%)
4030
(26%)
4136
(26.6%)
4324
(27.9%)
Figure 5 Transcriptome divergence between C. arabica, C. canephora and C. eugenoïdes. Bold text indicates the total number and fraction
of genes that were defined as differentially expressed between each comparison. Non-bold text indicates the total number and fraction of
genes that were in the direction of up-regulation. For example, 8100 (52.2%) genes were indicated as being differentially expressed between
C. canephora and C. arabica. Of these, 4030 (26%) were up-regulated in C. arabica, and 4070 (26.2%) were up-regulated in C. canephora.
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accumulate late in embryo maturation or in endosperm.
This accumulation coincides with the acquisition of
desiccation tolerance that occurs also during coffee bean
ripening. These proteins can be detected in vegetative
organs, especially under stress conditions such as cold,
drought, or high salinity [33].
CcLEAP2 and CcLEAP3 are highly expressed in ripe
beans. While CcLEAP3 is not detected in flowers and
leaves (Table 4), CcLEAP2 is significantly expressed in
flowers. CcLEAP4 is expressed significantly in the three
tissues analyzed but its manifestation in beans is quite
low compared to CcLEAP2 and CcLEAP3. This wide dif-
ference of expression is also largely observed in Arabi-
dopsis [33] among the 51 LEA proteins identified in the
genome, suggesting different functions for each member
of this superfamily.
Utility of the 15k Microarray for Different Coffee Species
Although the long oligonucleotides spotted on the 15K
coffee microarray were defined from Coffea canephora
EST sequences principally derived from genes expressed
during coffee fruit development and leaves. We tested
the microarray utility tool for two other coffee species,
namely C. arabica and C. eugenioides. In these two spe-
cies and in C. canephora, evolutionary (divergence) is
quite recent (< 100 000 to 10 000 years) and their
nucleotide divergence was recently estimated at below
5% [34]. Furthermore, C. canephora and C. eugenioides
are considered to be the diploid parents of C. arabica
(tetraploïd) [34].
Transcriptomic differences between the two Arabica
genotypes (data not shown) appeared minor, so for the
present study we considered the average response of
both genotypes for the Arabica species. We observed
that 8226, 8270 and 8530 genes were significantly
expressed in comparison to the background noise in
C. Canephora, C. Arabica and C. Eugenoides respectively
(Additional File 5). These last results indicate that about
53% of the genes represented on the chip are specifically
expressed in leaves. We also calculated that 97.4% of
these expressed genes are common in the three species.
A large difference was observed between the transcrip-
tomes of the parental diploids C. eugenioïdes and
C. canephora as 54.5% of the 15,522 genes were differen-
tially expressed (Figure 5). Among the differentially-
expressed genes, equivalent proportions were up-regulated
in each parent 27.9% for C. canephora versus 26.6% for
C. eugenioides (Figure 5). A high fraction of genes was dif-
ferentially expressed between C. arabica and their parents,
between 7047 and 8100 genes were indicated as being dif-
ferentially expressed in C. arabica and C. eugenioïdes and
C. canephora respectively. Of these, 23 to 26% were up-
regulated in C. arabica and 23-26% were up-regulated in
the two diploid species (respectively C. eugenioïdes and
C. canephora). Finally, a low variation (~ 5.4%) in percen-
tages of differentially expressed genes was observed
between the three comparisons.
It can be stated that our microarray tool may be
used to analyze global expression not only in Coffea
canephora but also in other important species such as
Coffea arabica (which represents 70% of the coffee mar-
ket) or wild species such as Coffea eugenoïdes.
A
B
C
Figure 6 Venn Diagrams indicated genes that are over-
expressed specifically in each tissue (Bean, Flower and Leaf).
The Venn Diagram using all deregulated genes identified by Limma
Analysis (P ≤ 0.01) for each comparison identified genes that are
over-expressed specifically in each tissue compared to the two
others. A, B and C. 1565, 220 and 176 genes are specifically over-
expressed in bean, flower and leaf respectively.
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Conclusions
We present here the creation and validation of the first
coffee oligonucleotide-based microarray tool for functional
genomic studies in coffee. Our results reveal that this new
tool applies to high-throughput gene expression analyses
in various Coffea species. Furthermore, the use of the
array has proven to be valid for genomic studies on differ-
ent plant tissues. As proof of principle, we have reported
changes in gene expression generated by this microarray
in two independent experiments. The statistical analyses
of our microarray data, the correct correlation between Q-
PCR and the microarray data validate our chip. Overall
the coffee microarray (designated as “PUCE CAFE”) offers
the possibility to carry out functional genomic studies in a
wide variety of research areas such as plant development,
biotic and abiotic stress response or fruit quality traits.
This new tool will be valuable for researchers interested in
Coffea transcriptomics and will be available through the
MGX platform.
Additional material
Additional file 1: The Missing Genes. List of 195 unigenes for which
the design of specific oligonucleotides could not be achieved and that
are therefore absent from the PUCE CAFE microarray.
Additional file 2: Oligonucleotides that may cross-hybridize with
several sequences. List of 371 oligonucleotides spotted on the
microarray which have > 70% of overall identity to another unigene and
have a contiguous identical length of more than 20 nt common to
another unigene.
Additional file 3: Q-PCR and Microarray Data for 111 Genes of
Interest Extracted from Experiment 1. Microarray and Q-PCR were
compared by calculating the Pearson correlation coefficients. For the
microarray, the data input into the correlation analysis was the Log2 ratio
value of the weighted average and for each gene on the composite
array representing all replicates. For qRT-PCR, we used the mean Log2
ratio value representing all replicate plants. All correlation analyses
carried an alpha value of 0.01 and were performed using SAS 9.2. The list
of the primers and relative sequence used for the qPCR are indicted as
well as the efficiency of amplification for each couple of primers.
Additional file 4: MIQE document (Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments).
Additional file 5: Genes Significantly Expressed in Experiment 2. For
each species analyzed in Experiment 2 (C. arabica, C. canephora, C.
eugenoides), genes showing a significant hybridization signal compared
to the background noise are indicated.
Additional file 6: Gene Ontology Functional Enrichment. Functional
enrichment using gene ontology terms and Fisher’s Exact Test was
performed using Blast2GO for the sets of up-regulated unigenes in each
of the three tissues (bean, leaf and flower). The full set of unigenes of
the PUCE CAFE array was used as the reference set. The resulting p-
values are indicated after adjusting for FDR multiple testing results. The
over- or under-expressed functions at p ≤ 0.01 are specified.
Additional file 7: Reproducibility of Replicates for the Leaf Tissue in
the Leaf-Flower Comparison. Coefficient of variation (CV%) for all
cDNAs spotted on the array based on raw data mean fluorescence
values plotted against the relative rank of the CV. CVs were estimated
from raw data derived from six replicates (i.e. 2 dye × 3 biological
replicates). For this tissue and for this experiment, 90% of the spots on
the arrays could be determined with a CV of less than 35%. For the
other experiments, 90% of the spots on the arrays could be determined
with CV between 32 and 42%.
Additional file 8: Theoretical Power Analysis for a Two-sample T-
test to Detect a 1.25 to 2.50 Fold Change in Gene Expression as a
Function of CV%. Indicated sample size = 6 and a Type I error (false
positive rate) of 0.1 were used as input values to determine the fraction
of changes in gene expression that would be detected at a given CV%.
Table 3 Expression Patterns of a few Genes Involved in Well-Characterized Lipid Biosynthetic Pathways
Gene SGN
Accession
Putative Function E
value
%
Id
B/L
Ratio
B/F
Ratio
L/F
Ratio
Tissue
Specificity
DGAT SGN-U349452 Acyl-CoA Diacylglycerol acyltransferase (At2g19450) 1E-103 78 4 8.7 2 Bean > L > F
OLE-
2
SGN-U350187 Oleosin CcOLE-2 (AY841272) 0 100 9.6 9.1 1.3 Bean > L-F
FAD8 SGN-U349395 Plastidial Linoleate Desaturase FAD8 (At5g05580) 0 73 0.021 0.085 3.8 Leaf > F > B
KCS SGN-U359520 -Ketoacyl-CoA Synthase (At1g68530) 2E-87 64 0.023 0.526 21 Leaf > F > B
Fat B SGN-U350529 Acyl-ACP Thioesterase (At1g08510) 1E-153 78 1.1 0.196 0.213 Flower > L-B
JMT SGN-U349158 SAM:jasmonic acid carboxyl methyltransferase
(At1G19640)
3E-34 42 4.6 0.0025 0.0087 Flower > L-B
Comparison: bean to leaves (B/L), bean to flower (B/F), leaf to flower (L/F).
Table 4 Expression Patterns of a few Genes encoding Potential Storage Proteins
Gene SGN
accession
Putative function E
value
%
Id
B/L
ratio
B/F
ratio
L/F
ratio
Tissue
specificity
csp1 SGN-U350946 11 S plant bean storage protein Coffea arabica
(Y16975)
1-e134 100 103 93 0.925 B > F-L
csp2 SGN-U347807 11 S plant bean storage protein (At2G28490) 1e-121 50 28.56 12.75 0.315 B>F > L
CcLEAP2 SGN-U350577 Late embryogenesis abundant protein (At1G52690) 1e-12 60 257 6.97 0.01 B>F > L
CcLEAP3 SGN-348605 Late embryogenesis abundant protein (At2G40170) 8e-24 73 592.76 339.53 0.38 B > F-L
CcLEAP4 SGN-347291 Late embryogenesis abundant protein (At4g02380) 2e-15 50 6.26 1.82 0.32 B>F > L
Comparison: bean to leaves (B/L), bean to flower (B/F), leaf to flower (L/F); csp (coffee storage protein); LEAP (late embryogenesis abundant protein).
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A power of 1.0 denotes a Type II error (false negative rate) of zero, i.e.
100% of all changes that occurred were detected.
Additional file 9: Lists of Genes Specifically Over-expressed in each
Tissue Compared to the Two Others (Bean, Flower and Leaf). The
first 3 datasheets correspond to the lists of genes differentially expressed
for each comparison identified by the Limma Analysis (p = 0.01). The last
datasheet corresponds to the lists of genes specifically over-expressed in
each tissue compared to the two others.
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CHAPITRE II 
DIVERGENCE ET DISTANCES TRANSCRIPTOMIQUES SOUS 
CONTRAINTE THERMIQUE ENTRE L’ALLOTETRAPLOÏDE (C. 
ARABICA) ET SES ESPECES PARENTALES DIPLOÏDES (C. CANEPHORA ET 
C. EUGENIOIDES) 
La première partie de ce chapitre a fait l’objet d’une publication: 
Bardil A, Dantas de Almeida J, Combes M-C, Lashermes P, Bertrand B. 2011. Genomic 
expression dominance in the natural allopolyploid Coffea arabica is massively affected by 
growth temperature. New Phytologist. doi: 10.1111/j.1469-8137.2011.03833.x 
6 comparaisons* 3 réplicats * 2 dye-swaps * 2 températures 
(= 72 lames)
C. eugenioides
(origine Mont Elgon)
C. arabica
(cv. Java)
C. canephora
(cv. Nemaya)
C. arabica
(cv. T18141)
Figure 1 : Dispositif expérimental. 
La figure représente le dispositif expérimental de l’étude. Les quatre accessions et les 
comparaisons effectuées (flèches noires) sont représentées. Au cours de cette étude six 
comparaisons en deux dye-swaps pour trois réplicats sont effectuées. Ces comparaisons sont 
faites à deux conditions de température, 30-26°C et 26-22°C. 
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15522 unigènesde la puce Café
Gènes différentiellement exprimés 
par rapport au bruit de fond
Gènes à expression 
égale au bruit de fond
Gènes différentiellement exprimés entre 
les trois espèces de caféiers
Gènes à expression égale entre 
les trois espèces de caféiers
Gènes à expression 
non-additive
Gènes à expression 
additive
A A
P1
P1P2
P2
Figure 2 : Origine des modèles théoriques catégorisant les variations 
d’expression génique entre un allopolyploïde et ses espèces parentales. 
A représente le niveau d’expression de l’allopolyploïde et P1 et P2 
représentent les niveaux d’expression des deux espèces parentales. Les 
quatre premiers profils des gènes à expression non-additive représentent la 
dominance où le niveau d’expression de l’allopolyploïde est proche de 
celle d’un des deux parents. Les six derniers profils des gènes à expression 
non-additive représentent la transgression où le niveau d’expression de 
l’allopolyploïde est supérieur ou inférieur à ceux des deux parents. 
CHAPITRE II 
Divergence et distance transcriptomiques sous contrainte thermique 
entre l’allotétraploïde (C. arabica) et ses espèces parentales diploïdes (C. canephora et C. eugenioides) 
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INTRODUCTION AU CHAPITRE 
Les phénotypes nouveaux suggèrent des variations dans l’expression des gènes chez 
les espèces polyploïdes. L’analyse du transcriptome permet d’estimer l’effet de la polyploïdie 
dans l’expression des gènes. Cette analyse peut se faire soit en comparant le niveau 
d’expression global entre les allopolyploïdes et leurs parents soit en déterminant la 
contribution de chaque sous-génome homéologue au transcriptome de l’allopolyploïde. Les 
conséquences de la polyploïdie sur l’expression génique ont fait l’objet d’études s’inspirant de 
modèles de génétique quantitative basés sur les notions d’additivité et de non-additivité. 
L’additivité se définit par le niveau d’expression d’un gène chez un allotétraploïde qui est 
égal à la moyenne de l’expression du même gène chez les parents diploïdes. La non-additivité 
se définit, quant à elle, par le niveau d’expression d’un gène chez un allotétraploïde qui n’est 
pas égal à la moyenne de l’expression du même gène chez les parents diploïdes. Les 
polyploïdes montrent ainsi des niveaux d’expression génique intermédiaires, non présents 
et/ou ‘excédents’ ceux de leurs parents diploïdes équivalent à des sur-expressions où sous-
expressions. Ces deux notions sont associées à des modèles théoriques qui tentent de 
catégoriser les différentes variations de l’expression génique entre l’allopolyploïde et ses 
parents. Cependant l’application des modèles théoriques varie selon les auteurs. Les 
pourcentages d’additivité et de non-additivité sont établis en fonction de techniques 
statistiques et d’hybridation différentes. Il faut donc relativiser les comparaisons effectuées 
entre les espèces, les techniques et les seuils statistiques que l’on observe parfois dans la 
bibliographie. 
Notre expérience porte sur l’analyse de transcriptome de feuilles de trois espèces de caféiers, 
un allotétraploïde (Coffea arabica) et ses deux espèces parentales diploïdes (Coffea 
eugenioides et Coffea canephora) à deux conditions de température, 26-22°C et 30-26°C. 
Quatre accessions (C. eugenioides, C. canephora et deux C. arabica, cv. Java et cv. T18141) 
ont été utilisés. Coffea arabica cv. Java provient du pool sauvage Ethiopien et C. arabica cv. 
T18141 provient d’un rétrocroisement entre C. arabica et un hybride interspécifique entre C. 
arabica et C. canephora. Coffea canephora cv. « Nemaya » provient d’un croisement entre 
deux génotypes congolais sauvages. Coffea eugenioides provient des forêts du mont Elgon au 
Kenya. 
A partir de la PuceCafé à oligonucléotides longs à haute densité, décrite dans le chapitre I, les 
comparaisons entre chaque accession ont été faites pour chacune des conditions de 
CHAPITRE II 
Divergence et distance transcriptomiques sous contrainte thermique 
entre l’allotétraploïde (C. arabica) et ses espèces parentales diploïdes (C. canephora et C. eugenioides) 
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température (Figure 1). L’utilisation de réplicats de lame permet d’estimer la variabilité inter-
lames alors que l’utilisation de dye-swaps permet d’estimer la variabilité intra-expérimentale. 
Les gènes de la Puce sont ainsi différenciés du bruit de fond et un rapport de fluorescence 
Cy3/Cy5 normalisé est utilisé. 
Ce chapitre II sera divisé en deux parties. Une première partie portant sur l’analyse 
transcriptomique de l’allopolyploïde, C. arabica et de ses espèces parentales diploïdes, C. 
eugenioides et C. canephora. Au cours de cette partie on déterminera les taux de divergence 
transcriptomique1 entre l’allopolyploïde et ses espèces parentales mais aussi les proportions 
des gènes à expression non-additive. On observera si ces variations sont dépendantes des 
conditions de température. Une deuxième partie portera sur une analyse in silico de la Puce 
permettant des comparaisons pour chacune des espèces entre conditions de températures. Au 
cours de cette partie on déterminera si les distances transcriptomiques2 entre les espèces 
étudiées sont température-dépendantes et quels seraient les processus biologiques et gènes 
remarquables impliqués dans ces variations. Il faut noter que pour cette partie, la condition de 
température 30-26°C sera considérée comme un stress thermique chaud pour les trois espèces 
étudiées. La condition de température 26-22°C sera utilisée comme un témoin tout en sachant 
qu’il s’agit d’une condition de température adéquate pour les trois espèces. 
 
1 Le nombre de gènes différentiellement exprimé commun aux espèces comparées ou spécifiques à chacune des 
espèces. 
2 Distance basée sur l’abondance des transcrits dans le cas des Puces ADN sur l’intensité de fluorescence. 
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Summary
• Polyploidy occurs throughout the evolutionary history of many plants and
considerably impacts species diversity, giving rise to novel phenotypes and leading
to ecological diversification and colonization of new niches. Recent studies have
documented dynamic changes in plant polyploid gene expression, which reflect
the genomic and functional plasticity of duplicate genes and genomes.
• The aim of the present study was to describe genomic expression dominance
between a relatively recently formed natural allopolyploid (Coffea arabica) and its
ancestral parents (Coffea canephora and Coffea eugenioides) and to determine if
the divergence was environment-dependent. Employing a microarray platform
designed against 15 522 unigenes, we assayed unigene expression levels in the
allopolyploid and its two parental diploids. For each unigene, we measured expres-
sion variations among the three species grown under two temperature conditions
(26–22C (day–night temperatures) and 30–26C (day–night temperatures)).
• More than 35% of unigenes were differentially expressed in each comparison at
both temperatures, except for C. arabica vs C. canephora in the 30–26C range,
where an unexpectedly low unigene expression divergence (< 9%) was observed.
• Our data revealed evidence of transcription profile divergence between the allo-
polyploid and its parental species, greatly affected by environmental conditions,
and provide clues to the plasticity phenomenon in allopolyploids.
Introduction
Allopolyploidy has long been recognized as an important
mechanism in eukaryote evolution (Osborn et al., 2003),
especially in flowering plants, including many important
agricultural crops such as wheat (Triticum aestivum), cotton
(Gossypium hirsutum), sugarcane (Saccharum officinarum)
and coffee (Coffea arabica) (Chen & Ni, 2006; Jackson &
Chen, 2009). Polyploidy considerably impacts plant species
diversity, giving rise to novel phenotypes and leading to
ecological diversification and colonization of new niches
(Otto & Whitton, 2000; Adams, 2007). As highlighted by
Hegarty & Hiscock (2009), the processes by which two
genomes adapt to coexistence within the same nucleus are
complex. Recent studies have documented dynamic changes
in plant polyploid gene expression, which reflect the geno-
mic and functional plasticity of duplicate genes and
genomes (Jackson & Chen, 2009). To investigate the effects
of genomic merger and doubling, transcriptomic divergence
between parents and synthetic nascent allopolyploids or
natural allopolyploids has been assessed in several recent
studies using genome-wide approaches to measure the
deviation from additivity. Indeed, in the additive model,
allotetraploid expression would be expected to be equivalent
to the average expression of the parental species. Studies in
a variety of allopolyploids have revealed a tendency for non-
additive gene expression in Arabidopsis allotetraploids (Wang
et al., 2006), in Gossypium allotetraploids (Chaudhary
et al., 2009), in Senecio interspecific hybrids and allo-
hexaploids (Hegarty et al., 2006, 2008), and in Triticum*These authors contributed equally to this work.
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allohexaploids (Pumphrey et al., 2009). More recently,
Rapp et al. (2009) have shown in nascent Gossypium allo-
polyploids that only 4–11% of genes exhibit additive
expression while 82–92% of genes show up- or down-
regulation relative to the level of one of the two parents,
reflecting massive expression dominance. Most studies have
compared synthetic allopolyploids with their parents. As
highlighted by Buggs (2008), only a few natural polyploid
species of known parentage and for which genomic
resources are available have been well characterized. In a
recent study comparing five Gossypium allotetraploids that
have diverged after a million or so years of evolution, the
authors (Flagel & Wendel, 2010) revealed that the mag-
nitude of dominance remains but that the bias in the
direction of dominance disappears.
Among the 104 Coffea species so far described (Davis &
Rakotonasolo, 2008), all are diploid (2n = 2x = 22) and
generally self-incompatible, except Coffea arabica which
appears to be the only one that is tetraploid (2n = 4x = 44)
and self-fertile (Charrier & Berthaud, 1985). Molecular
analyses (Lashermes et al., 1999) have shown that Coffea
arabica is an allopolyploid resulting from the hybridization
between Coffea eugenioides (E genome) and Coffea
canephora (C genome) or ecotypes related to those diploid
species. The C. arabica coffee tree model displays some
interesting features when compared with Gossypium or
Arabidopsis. While diversification of the Coffea subgenus
Coffea probably occurred in the second half of the Middle
Pleistocene (450 000–100 000 yr before present (BP)), it is
most likely that the allopolyploid speciation of C. arabica
took place in relatively recent times (10–50 000 BP;
A. Cenci et al., unpublished). Note also that C. arabica
displays little genetic diversity and has experienced spatial
isolation in Ethiopia, its centre of primary diversity. As
highlighted by Lashermes et al. (2010), little divergence
has been observed between the two constitutive genomes
of C. arabica (Ea Ca) and those of its parental species.
Hybridization followed by polyploidization is sufficiently
recent that differences between parental genomes in the
polyploid are not eroded (Leitch & Leitch, 2008).
However, compared with a neo-synthetic allopolyploid, the
C. arabica species is old enough for successive generations
since 30 000 BP to have been subjected to natural selection,
thus allowing stabilization of its genome. Consequently, the
C. arabica allopolyploid is considered as a ‘recent’ natural
polyploid model, like Triticum aestivum (c. 8000 BP;
Pumphrey et al., 2009). The origin of C. arabica occurred
between the origins of more ancient allopolyploid species,
such as Gossypium (c. 1.5 million BP; Senchina et al., 2003)
and Arabidopsis suecica (12 000–300 000 BP; Jakobsson
et al., 2006), and very recent allopolyploid species, such as
Spartina anglica (< 150 yr ago; Ainouche et al., 2003),
Tragopogon miscellus (< 80 yr ago; Soltis et al., 2004) and
Senecio cambrensis (c. 60 yr ago; Abbott & Lowe, 2004).
We recently generated the first 15K coffee microarray, a
spotted 70-mer oligo-gene microarray, based on publicly
available expressed sequence tags (ESTs; Privat et al., 2011).
In a series of experiments, we demonstrated that this micro-
array (called ‘PUCECAFE’) enabled reproducible global
expression analysis with different tissues (seeds, leaves and
flowers) and with different coffee species (C. eugenioides,
C. arabica and C. canephora). In a gene expression analysis
using a 15K coffee microarray in which C. arabica was
compared with its related parents, we assessed: the extent of
genomic expression dominance between the C. arabica
transcriptome and its parents; and whether the divergence
between the allopolyploid transcriptome and its parents is
modulated by temperature.
Materials and Methods
Plant material
Fresh mature seeds of Coffea arabica (L.) and Coffea
canephora (Pierre) were provided by the Centre de
Coope´ration Internationale en Recherche Agronomique
pour le De´veloppement from La Cumplida (Matagalpa,
Nicaragua). Coffea eugenioides mature seeds were provided
by the Coffee Research Foundation, Kenya. Coffea arabica
was represented by two accessions, that is, cv Java derived
from the wild Coffea arabica Ethiopian pool and cv T18141,
a C. arabica homozygous line derived from a backcross
between C. arabica and a natural interspecific hybrid
between C. arabica and C. canephora, which thus is intro-
gressed by C. canephora unigenes. Coffea canephora was
represented by cv Nemaya, derived from a cross between two
wild Congolese genotypes. Finally, Coffea eugenioides acces-
sion seeds were collected from trees originating from Mount
Elgon forest in Kenya (18¢N 3433¢E). The coffee seedlings
were grown in a glasshouse under natural daylight, at a con-
stant temperature of 24C, and watered as necessary. After
120 d, the plants were transferred to a phytotron chamber
(CRYONEXT, Montpellier, France; model RTH 1200L).
Cultivation in phytotron chambers
The study involved comparing the transcriptomes of differ-
ent species under two sets of growing conditions, which
differed in terms of the diurnal and nocturnal temperatures.
In the two phytotron chambers, the photoperiod, humidity
and luminosity were set at 12 h : 12 h, light : dark, 80–
90% and 600 lmol m)2 s)1, respectively. The plants were
subjected to a diurnal temperature of 26C and a nocturnal
temperature of 22C in one phytotron (referred to as the
coldest temperature) and 30C and 26C, respectively, in a
second phytotron (referred to as the hottest temperature).
In each phytotron chamber, from each accession, three
plants were grown in a randomized complete block design.
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After 45 d for the hottest temperature and 60 d for the
coldest, plant size and number of newly formed leaves were
similar. Two young leaves were then collected from each
plant at midday (6–8 h after lights on), and then flash-
frozen in nitrogen and stored at )80C until extraction.
Experimental design
Two leaves were pooled per plant from three plants to form
three biological replicates, which were subjected to RNA
extraction and hybridized in microarray. We used 72 slides
(i.e. 3 (replicates) · 2 (dye-swaps) · 6 (comparisons) · 2
(growth temperature conditions)) following a saturated
design as described in Supporting Information Fig. S1.
RNA extraction
Total RNA was isolated using the RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufac-
turer’s recommendations, but with slight modifications. A
DNase treatment (RNase free DNase set; Qiagen) was
carried out on RNA during the extraction protocol and the
total RNA was eluted in a smaller volume of 65 ll. Each
RNA sample was quantified on a Nanodrop (ThermoFisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA). RNA quality was con-
firmed on a Bioanalyser (Agilent Technologies, Foster City,
CA, USA).
Microarray hybridization
The microarrays were performed at the Genomix transcrip-
tomic platform (Institut de Ge´nomique Fonctionnelle,
Montpellier) using the protocols described previously
(Privat et al., 2011).
Coffee gene assembly (Build II) To create the SGN Coffee
Unigene Build II (http://solgenomics.net/), 71 659 EST
chromatograms were processed from the following
C. canephora sequence libraries: cccl (coffee leaf; 11 655 chro-
matograms), cccp (coffee pericarp; 10 849 chromatograms),
cccs18w (coffee early-stage bean; 1972 chromatograms),
cccs30w (coffee middle-stage bean; 15 318 chromatograms),
cccs42w (coffee late-stage bean, 42 wk after pollination; 469
chromatograms), cccs46w (coffee late-stage bean, 46 wk after
pollination; 10 907 chromatograms), cccwc22w (coffee
early-stage whole fruit; 11 660 chromatograms), irdccf (IRD
coffee cherry in various developmental stages; 5089 chroma-
tograms), irdccl (IRD, young leaves; 3693 chromatograms)
and nDav1 (Nestle Dav1; 47 chromatograms), using PHRED
software (http://www.phrap.org/phredphrapconsed.html)
(Ewing et al., 1998). The sequences were processed to
remove vector, adaptors and low-complexity sequences using
an SGN-developed Perl script. A total of 55 539 sequences
passed the filter tests and were used in the assembly. The
unigene assembly was created in two steps. First, we used
a self-BLAST and an SGN Perl script (precluster.pl) and,
secondly, we used CAP3 software (http://seq.cs.iastate.edu/)
(Huang & Madan, 1999) for each cluster.
Long oligonucleotidemicroarray design and synthesis The
C. canephora long oligonucleotide set was designed and syn-
thesized by Operon (Cologne, Germany) based on the SGN
Coffee Build II (15 721 unigenes; http://solgenomics.net/).
An amino linker was attached to the 5¢ end of each oligo-
nucleotide. The oligonucleotides, selected to limit the
secondary structure, have a 67 ± 3C melting temperature,
65 ± 5 base length, and 43 ± 5% GC content. More than
98% of the oligonucleotides were within 1000 bases from
the 3¢ end of the available gene sequence. For 195 unigenes,
no adequate oligonucleotide could be designed and they
were therefore classified as ‘missing unigenes’ (Table S3).
BLAST alignments were performed to identify oligonucleo-
tides that could cross-hybridize with other sequences of the
SGN Coffee Build II. Finally, out of 15 522 oligonucleo-
tides designed, 371 oligonucleotides had > 70% overall
identity to another unigene and had a contiguous identical
length of over 20 nt common to another unigene
(Table S4). For the preparation of labelled Cy3- and Cy5-
aRNA target, 1 lg of total RNA sample was amplified using
the Amino Allyl Message Amp II aRNA amplification kit
(Ambion), according to the manufacturer’s instructions.
The oligonucleotide probes were printed on reflective
epoxysilane-coated slides (Amplislide; Genewave, Ecole
Polytechnique, France) using a Lucidea Array printer (GE
Healthcare, Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ, USA). The
oligo library also included sets of positive and negative con-
trols used for quality control. The two labelled aRNA were
added to Microarray Hybridization Buffer Version 2 (GE
Healthcare) and applied to the microarrays in the individual
chambers of an automated slide processor (GE Healthcare).
Hybridization was carried out at 37C for 12 h. Hybridized
slides were washed and were immediately scanned at 10-lm
resolution in both Cy3 and Cy5 channels with a GenePix
4200AL scanner (Molecular Devices, Sunnyvale, California,
USA). ARRAYVISION (GE Healthcare Bio-Sciences Corp.,
Piscataway, NJ, USA) software was used for feature extrac-
tion. Spots with high local background or contamination
fluorescence were flagged manually. A local background was
calculated for each spot as the median fluorescence intensity
of four squares surrounding the spot. This background was
subtracted from the foreground fluorescence intensity.
Validation of microarray results The 15K coffee micro-
array was created from C. canephora EST libraries (Privat
et al., 2011). For C. arabica, public accessibility to EST col-
lections was limited (Lashermes et al., 2008) and no EST
resources were available for C. eugenioides. Despite the high
genetic similarity of these three species, we wanted to ensure
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that there was no bias at the time of hybridization in favour
of C. canephora. Our choice of no-bias indicator was the
number of unigenes significantly expressed compared with
background noise. The signals emitted by the negative
controls defined the background noise. A unigene was con-
sidered expressed if the intensity exceeded twice the median
negative control standard deviation. If a unigene was signi-
ficantly expressed during a comparison (six hybridizations),
its signal should be superior to the highest background
noise in each hybridization (maximum six times). We chose
to set this threshold at 5, and we screened the number of
genes that reached or surpassed this value for each species.
Consequently, a detection limit threshold of 5 meant that,
for a given gene in the six hybridizations, we observed a sig-
nal that was significantly greater than the background noise
at least five times. Correlation analyses were performed in
order to check for similarities between biological and tech-
nical replicates through Pearson’s moment correlation
analysis.
Analyses of expression changes between species and
growth conditions A significant analysis of microarray
(SAM) test was run using the Bioconductor SIGGENES
package (http://bioconductor.case.edu/bioconductor/2.5/
bioc/html/siggenes.html). Repeated permutations of the
data were carried out to identify significant unigenes
(Tusher et al., 2001). Multiple testing adjustments based
on Benjamini and Hochberg’s false discovery method
(1995) were performed (FDR £ 0.05), allowing a stringent
analysis with no false positive identification of differentially
regulated unigenes. These analyses provided the ranking of
significantly expressed unigenes. For each unigene, we had
the log 2-fold expression ratio of three contrasts: the diploid
parents to each other and each diploid parent to the
allopolyploid. For each comparison, we determined the
number of differentially expressed unigenes. That number
of unigenes was compared with the total number of uni-
genes of the chip (15 522 unigenes) to obtain percentages
calculated with the same denominator, thereby following
the conventions adopted by Rapp et al. (2009). This calcu-
lation method enables exact percentage comparisons under
different conditions (i.e. temperatures and species).
Comparisons between species and growth conditions as a
function of 12 possible expression pattern categories
Unigenes significantly differentially expressed were binned
into 12 possible expression pattern categories, as defined by
Rapp et al. (2009), between two diploids and their derived
allopolyploid. To assess the distribution of expression inten-
sities between them, we mapped the kernel density of
expression for each species using the density estimator (Proc
SGPLOT) in the SAS (Statistical Analysis System) software
package (SAS Institute, Cary, NC, USA). These were plot-
ted on a standardized scale against the experimental mean
to illustrate allopolyploid vs diploid comparisons.
Stability of C. arabica cultivars under different
temperature conditions In order to be able to compare
differences in fluorescence intensity in the same genotype
as a function of the per-species growth temperature
conditions, a lowess normalization method was used to
normalize M-values (log-ratios) for dye-bias within each
array, and quantile normalization ensured that the intensi-
ties had the same empirical distribution across arrays.
These two methods were implemented in the limma R
package (Smyth & Speed, 2003; Smyth, 2005) of the
Bioconductor project (Gentleman et al., 2004). This data
normalization method enabled us to conduct a global
analysis of the 72 slides.
Estimates of gene expression were used to fit a linear
model in the SAS software package, taking the form:
Yij ¼ lþ di þ Sj þ eij ; Eqn 1
(Yij, the normalized expression intensity of a unigene; l, the
intercept; di, the fixed effect of treatment i (i.e. genotype
observed for a growth temperature condition) with the ran-
dom effect of replication sj and the random error term eij.)
Resulting P-values were adjusted for multiple testing using
the Benjamini & Hochberg’s (1995) method for controlling
the FDR. For a highly stringent analysis with no false
positive identification of differentially regulated genes, we
filtered for a P-value £ 10)6.
In order to estimate the expression stability between the
two temperature conditions, we calculated two indices,
called the ‘fluorescence intensity differential’ and the ‘varia-
tion index’.
The fluorescence intensity differential was calculated
between hybridizations at 26–22C (coldest temperature) and
30–26C (hottest temperature) using the following equation.
Fluorescence intensity differential:
(n, the number of unigenes for which we noted a significant
treatment effect at P £ 10)6.)
This differential was calculated for C. canephora and for
the two allopolyploids.
An intensity variation index was also calculated by the
following equation:
DFI ¼
Pn
i¼1
ðMean intensity hottest  Mean intensity coldestÞ


n
; Eqn 2
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Variation index (in %)
¼ DFI
Mean intensity coldest T C
 
 100 Eqn 3
Gene ontology functional enrichment analysis Computational
annotation was performed using BLAST2 GO software
v2.4.4. (http://www.blast2go.org). The annotation step
was performed using the BlastX algorithm, the NCBI nr
database and a Blast expectation value threshold of 1 E)3.
The BLAST2GO tool was then used to obtain GO informa-
tion from retrieved database matches. All sequences were
mapped using default parameters. An InterPro Scan was also
performed to find functional patterns and related GO terms
using the specific tool implemented in the BLAST2GO soft-
ware with the default parameters. We utilized gene ontology
classifications for molecular and cellular function, coupled
with Fisher’s exact test, to identify processes under- or over-
represented for unigenes partitioned into ‘transgression’ and
‘dominance’ categories as a function of temperature.
Microarray data deposition Original microarray data files
have been submitted in a MIAME-compliant format to
Gene Expression Omnibus under GEO Accession Number
GSE24682 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).
Results
We hybridized labelled leaf aRNAs to a 15K coffee micro-
array, assaying 15 522 unigenes for their relative expression
levels and determined, for each unigene, the level of expres-
sion variation between parents, and between each parent
and the allopolyploid. Our results are displayed according
to the temperature conditions.
A new set of leaves formed in the three species after grow-
ing for 45 d under the hottest conditions and 60 d under
the coldest conditions. This tallied with what is commonly
found under natural conditions. The vegetative cycles of
the coffee trees were more rapid at the hottest temperature.
The phytotron growth conditions seemed to mimic natural
growing conditions well. Leaf RNAs were then extracted
and used to interrogate microarrays. We used 72 slides for
this study. There were three replicates and two dye swaps
for each comparison, with a total of six comparisons carried
out per temperature (Fig. S1). The analysis was therefore
focused on a transcriptome comparison of coffee tree leaves
from three species, C. canephora, C. eugenioides and
C. arabica. The last species was represented by two different
accessions, that is, cv Java and cv T18141.
Assessment of DNA microarray quality
Raw quantification and background noise values were calcu-
lated for each chip (data not shown). Flags highlighted
invalidated spots, which made it possible to see if there were
any unusual artefacts on a slide caused, for example, by
washing impurities or dust. The distributions of raw inten-
sities, background noise and log-ratios were uniform. Few
spots were flagged and background noise was low and
constant when the signal intensity increased, indicating that
the chips were good quality.
As 70-mer oligonucleotides designed from C. canephora
may not hybridize well to C. eugenioides or C. arabica
unigenes, we conducted a comparison of the number of
unigenes expressed relative to the background noise for each
species. Detection limit data were used to determine the
quantity of unigenes significantly expressed in comparison
to the background noise. We found that more than 8200
unigenes out of the 15 522 unigenes targeted by the micro-
array were significantly expressed relative to the background
noise, irrespective of the species and growth temperature
conditions (Table 1). We calculated that from 86.3% to
90.3% unigenes were common to the three species
(Table 1). Moreover, a Pearson correlation between repli-
cates was calculated for each unigene in all arrays, with
coefficients ranging from 0.87 to 0.96 in pairwise compari-
sons for each independent experiment (data not shown).
This high coefficient demonstrates the high level of
repeatability at which the microarray is able to detect
transcriptomic data.
Transcriptome divergence between diploid parents
We used the SAM test for statistical analyses of the micro-
array data, with the probability set at P < 0.05 for the
Table 1 Comparison of expressed unigenes relative to the background noise
Growth
temperature
conditions
Detection
limit threshold
Expressed unigenes relative to the background noise
Average
CV
(%)
Common unigenes
among the three
species (%)
C. arabica
cv Java
C. arabica
cv T18141 C. canephora C. eugenioides
26–22C 5 8270 8324 8226 8530 8337.5 1.6 86.3
30–26C 5 8663 9280 8990 8930 8965.7 2.8 90.3
Expressed unigenes were observed in leaves for the two Coffea arabica cultivars and the two parental species. Detection limit thresholds of 5
mean that, for a given gene on the six hybridizations (three replicates · two dye-swaps), we found a signal significantly greater than the back-
ground noise at least five times.
CV, coefficient of variation.
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purposes of identifying unigene expression differences
between parents. For both temperatures, high levels of
expression divergence were observed between parental
diploids. At 26–22C, amongst the 15 522 unigenes of
the microarray, 8460 (54.5%) unigenes were differentially
expressed between C. eugenioides and C. canephora
(Fig. 1a). At 30–26C, 5547 unigenes (35.7%) were differ-
entially expressed between C. eugenioides and C. canephora
(Fig. 1b). Of the differentially expressed unigenes, equiv-
alent proportions were up-regulated in each parent, that is,
27.9% for C. canephora vs 26.6% for C. eugenioides at
26–22C and 19.4% for C. canephora vs 15.2% for
C. eugenioides at 30–26C (Fig. 1a,b).
We sought to estimate the number of unigenes for which
differential expression remained stable under both tempera-
ture conditions. The intersection of the Venn diagram in
the Fig. 2 represents unigenes whose expression differential
was common to both temperature conditions (3880 uni-
genes; Fig. 2). Of these 3880 unigenes, we found that 3033
unigenes maintained the same pattern (i.e. genes that were
up-regulated at 30–26C remained up-regulated at 26–
22C) under both temperature conditions (Fig. 2).
Transcriptome divergence between diploid parents
and natural allopolyploid species
In Fig. 1(a,b), we only show the results pertaining to cv
Java compared with the diploid parents. The data obtained
for cv T18141 were very similar and are represented in
Fig. S2. At 26–22C, the percentages of unigenes differen-
tially expressed between the allopolyploid and its parents
were high. Overall, 48.5% and 47.8% of unigenes were
differentially expressed between the allopolyploid and
C. canephora, and between the allopolyploid and
C. eugenioides, respectively (Fig. 1a). Equivalent propor-
tions were found at 30–26C for the comparison between
the allopolyploid and C. eugenioides (40.8%; Fig. 1b).
However, an unexpected divergence of only 8.9% in gene
expression was noted for the comparison between the allo-
polyploid and C. canephora at 30–26C (Fig. 1b). Also, we
observed that the proportions of up- and down-regulated
unigenes for the same comparison varied little. For example,
in C. arabica vs C. canephora at 26–22C, 3727 unigenes
(24%) were up-regulated in the allopolyploid, and 3804
unigenes (24.5%) were up-regulated in C. canephora, that
is, a difference of 0.5% (Fig. 1a). This difference peaked
at 4.2% for C. canephora vs C. eugenioides at 30–26C
(Fig. 1b).
Patterns of differential expression between both
C. arabica cultivars and parental species
As defined by Rapp et al. (2009), the unigenes were parti-
tioned into 12 differential expression patterns. This analysis
– unlike that used in the previous section – was specifically
focused on the two C. arabica cultivars. We have presented
the details of these results in Figs 3–6. These results are
summarized in Fig. 7 to facilitate the analysis. At 26–22C,
the ‘C. eugenioides-like dominance’ and ‘C. canephora-like
dominance’ ranged from 13 to 17% and from 14 to 8% for
the allopolyploid cv Java and for the allopolyploid cv
T18141, respectively (Fig. 7). There was also substantial
transgressive up- and down-regulation in the allopolyploids
(16–18%; Fig. 7). Lastly, only 12% of unigenes were in the
‘additivity’ category in the two allopolyploids (Fig. 7). At
30–26C, we found that the proportion of unigenes in the
‘no change’ category increased considerably from 13–17%
to 31–33% (Fig. 7). However, it was the virtual disappear-
ance of some categories and the very marked increase in
‘C. canephora-like dominance’ unigenes that were most sur-
prising. The proportion of unigenes in the ‘C. eugenioides-
like dominance’ category declined drastically to only 0.2 to
2 for cv Java and for cv T18141, respectively (Fig. 7). The
proportion of unigenes in the ‘transgression’ category also
7531
(48.5%)
7413
(47.8%)
3663
(23.6%)
8460
(54.5%)
3750
(24.2%)
3804
(24.5%)
3727
(24.0%)
4136
(26.6%)
4324
(27.9%)
26°C day/22°C night
Coffea arabica (cv Java)
Allotetraploid n = 44
Coffea canephora
Diploid n = 22
Coffea eugenioides
Diploid n = 22
1379
(8.9%)
6330
(40.8%)
3357
(21.6%)
5547
(35.7%)
2973
(19.2%)
603
(3.9%)
776
(5.0%)
2534
(15.2%)
3013
(19.4%)
30°C day/26°C night
Coffea arabica (cv Java)
Allotetraploid n = 44
Coffea canephora
Diploid n = 22
Coffea eugenioides
Diploid n = 22
(a)
(b)
Fig. 1 Transcriptome divergence and comparison of nonadditive
gene expression between Coffea arabica cv Java and parental
diploid species. Bold text indicates the total number and fraction of
unigenes that were defined as differentially expressed between
species in each comparison. Nonbold text indicates the total number
and fraction of unigenes that were up-regulated. For example, at
26–22C, 7531 unigenes (48.5%) were indicated as being
differentially expressed between C. canephora and the natural
allopolyploid C. arabica. Of these, 3727 unigenes (24%) were
up-regulated in the allopolyploid, and 3804 unigenes (24.5%) were
up-regulated in C. canephora. (a) Coffea canephora and
C. eugenioides were compared to the allopolyploid C. arabica cv
Java at 26–22C. Around 54.5% of the 15 522 unigenes were
differentially expressed between diploids, 48.5% between
C. canephora and the allopolyploid and 47.8% between the
allopolyploid and C. eugenioides. (b) Coffea canephora and
C. eugenioides were compared with the allopolyploid C. arabica cv
Java at 30–26C. Around 35.7% of the 15 522 unigenes were
differentially expressed between diploids, 8.9% between
C. canephora and the allopolyploid and 40.8% between the
allopolyploid and C. eugenioides.
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decreased drastically to 3% (Fig. 7). Lastly, the proportion
of unigenes in the ‘additivity’ category was under 2% for
both allopolyploids (Fig. 7). Under these conditions
(30–26C), we noted dominance of the C. canephora tran-
scription profile. Fig. 8 shows that the 3250 unigenes in the
‘C. canephora-like dominance’ category in the allopolyploid
cv Java were derived from all categories of unigenes in the
coldest conditions. This was also the case for unigenes in
the ‘no change’ category (Fig. 8).
We also sought to determine the proportion of unigenes
common to both of the studied allopolyploids. The calcula-
tion was focused on categories for which there were over 70
unigenes. At 26–22C, the two allopolyploids shared 45–
56% unigenes irrespective of the category considered (data
not shown). At 30–26C, these proportions were over 70%
for the ‘C. canephora-like dominance’ category (i.e. the only
one having a significant number of unigenes; data not
shown). This high proportion of unigenes common to two
very different representatives of the allopolyploid species
indicates that the results obtained here could be applied to
the entire species.
Impact on physiology and metabolic pathways in
allopolyploids
We focused our study in particular on 66 unigenes involved
in several major metabolic pathways (sugar and starch
degradation, lipid, phenylpropanoid and ethylene biosyn-
thesis, stress response and circadian rhythm). For each of
these unigenes, it was thus possible to monitor changes in
category according to the growth temperature conditions.
We noted that there were category changes for all biosyn-
thetic pathways. However, of the 66 studied unigenes, 10
had an atypical behaviour as they remained in the same
category or shifted to a minority category when the environ-
mental conditions changed (Table S1). For instance, this
was the case for lipoxygenase (SGN-U347607) and glutathi-
one peroxidise (SGN-U349893), which are major pathways
in the oxygenation of fatty acids, acylglycerol-phosphate-
acyltransferase (SGN-U351326), which is involved in
membrane phospholipid biosynthesis, or caffeoyl-CoA-3-O-
methyltransferase (SGN-U351599), which is involved in
lignin biosynthesis and always in a transgressive situation
under both hot and cold conditions (Table S1). Circadian
clocks are known to affect many physiological and develop-
mental processes, including various metabolic pathways and
fitness traits in photosynthesis and starch metabolism in
plants. The late elongated hypocotyl (LHY; SGN-U351840),
which is one of the negative regulators of the central oscillators
of the circadian clock inArabidopsis, was in the ‘additivity’ cat-
egory in the coldest conditions and in the ‘C. eugenioides-like
dominance’ category in the hottest conditions (Table S1).
Stability of C. arabica cultivars in different
temperature conditions
The question then arises as to whether regulatory changes at
high temperatures affect C. arabica more than C. canephora.
Of the 15 522 unigenes, we found 4244 unigenes for
which there was a significant between-treatment effect (i.e.
genotype observed for a growth temperature condition;
Table 2). For this subset of 4244 unigenes, a fluorescence
intensity differential (DFI) was calculated for hybridizations
conducted at 26–22C and 30–26C. This differential was
calculated for Canephora and both allopolyploids. The
variation index (IVar) was also calculated. On average, the
absolute intensity differential value was 3.22 in C. arabica
cv Java and 2.74 in C. arabica cv T18141 as compared with
45801667 3880
5547 differentially expressed 
genes at 30–26°C between
C. eugenioides and C. canephora
8460 differentially expressed 
genes at 26–22°C between
C. eugenioides and C. canephora
Differentially
expressed genes 
only at 30–26°C 
Differentially
expressed genes 
only at 26–22°C 
Differentially expressed genes at both growth temperatures,
including 3033 genes presenting the same pattern (i.e. genes 
that were up-regulated at 30–26°C remained up-regulated at 
26–22°C) and 847 genes showing the inverse pattern. 
Fig. 2 Venn diagram representing unigenes
differentially expressed between the two
diploid parents (Coffea canephora and
Coffea eugenioides) at both temperatures.
Among the unigenes differentially expressed
between the two diploid parents, we found
3880 unigenes that were common to both
growth temperature conditions. 1667 and
4580 differentially expressed unigenes only
at 30–26C and 26–22C, respectively, were
specific to each of the growth temperature
conditions.
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3.78 in C. canephora (Table 2). The mean intensity varia-
tion was 26.48% in C. arabica cv Java and 25.26% in
C. arabica cv T18141 as compared with 33.21% in
C. canephora (Table 2). A second subset of 385 unigenes
was created that corresponded to a ‘transgressive’ situation
for allopolyploids at 26–22C and to a ‘C. canephora-like
dominance’ situation at 30–26C (Table 2). On average,
the absolute intensity differential value was 6.14 in
C. arabica cv Java and 9.41 in C. arabica cv T18141 as
compared with 16.45 in C. canephora (Table 2). The inten-
sity variation between 30 and 26C and 26–22C for the
385 unigenes relative to the intensity at 26–22C was, on
average, 35.60% in C. arabica cv Java and 53.34% in
C. arabica cv T18141 as compared with 89.32% for
C. canephora (Table 2). Taken together, these results sug-
gest better homeostasis of the allopolyploids as compared
with the diploid.
Functional enrichment analysis
In order to shed light on the processes involved under the
conditions studied, we enriched the gene ontology (GO
terms) within ‘dominance’ and ‘transgression’ categories for
both growth temperature conditions. Table S2 shows GO
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Fig. 3 Patterns of differential expression between Coffea arabica cv Java allopolyploid and parental diploid species (C. canephora and
C. eugenioides) at 26–22C. Graphs inset into panels I–XII represent possible expression patterns in comparisons between parents and the
C. arabica cv Java allopolyploid, where statistically differential expression is indicated by different vertical levels in each graph. For example,
panel I shows unigenes for which C. arabica cv Java and C. eugenioides were not differentially expressed and unigenes for which C. canephora
were up-regulated relative to the allopolyploid. The total number of unigenes falling into each category is shown (n) and the average for the
entire experiment is shown as a black horizontal line in each panel. In each of panels I to XII, the y-axis represents density distributions of
expression levels for unigenes involved in that particular expression pattern (C. canephora, blue; C. eugenioides, green; cv Java allopolyploid, red)
and the x-axis represents the standardized expression intensity. The ‘dominance’ group is shown in panels I–IV. Most of the unigenes (4183
unigenes of the 8637 differentially expressed in 12 patterns) belong to this group. The expression dominance of C. eugenioides is shown in
panels I and II, whereas that of C. canephora is shown in panels III and IV. Variation between the two dominance expressions was only observed
for a few unigenes (145 genes of the 4183 genes observed). The ‘transgression’ group is shown in panels V–X. 2564 unigenes of the 8637
differentially expressed in 12 patterns belong to this group. Panels V, VII and IX show transgressive up-regulation in allopolyploid and panels VI,
VII and X show transgressive down-regulation in allopolyploids. Low variation of 50 unigenes (of the 2564 unigenes observed) was observed
between the two transgressive expressions. The ‘additive’ group is shown in panels XI and XII. 1890 unigenes of the 8637 differentially expressed
in 12 patterns belong to this group. The middle panel shows the distribution of expression divergence of each parent relative to the polyploidy,
with the C. canephora contrast on the y-axis and C. eugenioides on the x-axis, with colours corresponding to those used in the insets in panels I–XI.
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terms with a significantly higher frequency in category
unigene sets in comparison with the full set of unigenes of
the PUCE CAFE array. Unigenes dominantly transcribed
in the allopolyploid were enriched for GO terms pertaining
to chloroplasts, membrane activities and activities that
regulate DNA replication, or which more specifically are
involved in photorespiration (Table S2). This is the case of
the respiratory chain complex I, which forms part of the
mitochondrial respiratory chain, including the NADH
dehydrogenase complex. For unigenes transgressively tran-
scribed in the allopolyploid at the coldest temperatures,
there were many enrichments of GO terms, especially for
functions pertaining to chloroplasts, sugars, lipids and
membranes (Table S2).
Discussion
The tetraploid species C. arabica is an agricultural species of
prime importance (65% of world coffee production) that is
grown in > 30 intertropical countries. It is native to the
tropical forests on the Abyssinian Plateau, at elevations of
1200–1950 m, with an optimum mean annual temperature
range of 18–21C (DaMatta & Cochicho Ramalho, 2006;
Davis et al., 2006). The diploid species C. canephora (35%
of world coffee production) is native to lowland equatorial
rainforests of the Congo River basin and tropical West
Africa, extending up to Lake Victoria in Uganda at eleva-
tions of 250–1500 m (Davis et al., 2006). In those regions,
the annual mean temperature ranges from 22 to 26C,
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Fig. 4 Patterns of differential expression between Coffea arabica cv Java allopolyploid and parental diploid species at 30–26C. Graphs inset
into panels I–XII represent possible expression patterns in comparisons between parents and the C. arabica cv Java allopolyploid, where
statistically differential expression is indicated by different vertical levels in each graph. The total number of unigenes falling into each category
is shown (n) and the average for the entire experiment is shown as a black horizontal line in each panel. In each of panels I to XII, the y-axis
represents density distributions of expression levels for unigenes involved in that particular expression pattern (C. canephora, blue;
C. eugenioides, green; cv Java allopolyploid, red) and the x-axis represents the standardized expression intensity. The ‘dominance’ group is
shown in panels I–IV. Most of the unigenes (3576 unigenes of the 4342 differentially expressed in 12 patterns) belong to this group. The
expression dominance of C. eugenioides is shown in panels I and II, whereas the expression dominance of C. canephora is shown in panels III
and IV. High variation of 2924 unigenes (of the 4342 unigenes observed) was observed between the two dominance expressions. Most of
genes are in the ‘C. canephora-like dominance’ group. The ‘transgression’ group is shown in panels V–X. 487 genes of the 4342 differentially
expressed in 12 patterns belong to this group. Panels V, VII and IX show transgressive up-regulation in allopolyploids and panels VI, VIII and X
show transgressive down-regulation in allopolyploids. Low variation of 57 unigenes (of the 487 unigenes observed) is observed between the
two transgressive expressions. The ‘additive’ group is shown in panels XI and XII. 279 unigenes of the 4342 differentially expressed in 12
patterns belong to this group.
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without substantial oscillations (DaMatta & Cochicho
Ramalho, 2006). The wild diploid species C. eugenioides is
found in large or small relict forests in highland areas, at
elevations of 1000–2000 m, with a mean annual tempera-
ture ranging from 18 to 23C (Davis et al., 2006). In order
to monitor gene expression in the natural allopolyploid
C. arabica, we grew the two diploid parent species
(C. canephora and C. eugenioides) and two C. arabica culti-
vars in two separate growth chambers in which diurnal and
nocturnal temperature conditions were set at 26–22C for
the coldest growth temperature conditions and 30–26C
for the hottest. The coldest temperatures were similar to the
hottest conditions in tropical environments under which
both C. arabica and C. eugenioides can be found, while the
hottest temperature conditions corresponded to extreme
growth conditions under which C. arabica and C. canephora
can be grown. The moderate lighting conditions were suitable
for growing coffee trees, which naturally grow under canopy.
We hybridized labelled leaf aRNAs to a 15K coffee
microarray, assaying 15 522 unigenes for their relative
expression levels, and determined, for each unigene, the
level of expression variation between parents, and between
each parent and the allopolyploid. This approach is often
used to estimate changes in the expression of several thou-
sand genes in many different species (Hegarty et al., 2006;
Wang et al., 2006; Rapp et al., 2009; Flagel & Wendel,
2010). The original feature of our approach is that we
compared the three species in varying environmental con-
ditions. We varied the temperature because it is a key
parameter affecting most physico-chemical reactions in
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Fig. 5 Patterns of differential expression between Coffea arabica cv T18141 allopolyploid and parental diploid species at 26–22C. Graphs
inset into panels I–XII represent possible expression patterns in comparisons between parents and the C. arabica cv T18141 allopolyploid,
where statistically differential expression is indicated by different vertical levels in each graph. The total number of unigenes falling into each
category is shown (n) and the average for the entire experiment is shown as a black horizontal line in each panel. In each of panels I–XII, the
y-axis represents density distributions of expression levels for unigenes involved in that particular expression pattern (C. canephora, blue;
C. eugenioides, green; cv T18141 allopolyploid, red) and the x-axis represents the standardized expression intensity. The ‘dominance’ group is
shown in panels I–IV. Most of the unigenes (3992 unigenes of the 8659 differentially expressed in 12 patterns) belong to this group. The
expression dominance of C. eugenioides is shown in panels I and II, whereas the expression dominance of C. canephora is shown in panels III
and IV. High variation of 1434 unigenes (of the 8659 unigenes observed) was observed between the two dominance expressions. Most of
unigenes are in the ‘C. eugenioides-like dominance’ group. The ‘transgression’ group is shown in panels V–X. 2812 unigenes of the 8659
differentially expressed in 12 patterns belong to this group. Panels V, VII and IX show transgressive up-regulation in allopolyploids and panels
VI, VIII and X show transgressive down-regulation in allopolyploids. Low variation of 16 unigenes (of the 2812 unigenes observed) was
observed between the two transgressive expressions. The ‘additive’ group is shown in panels XI and XII. 1855 unigenes of the 8637
differentially expressed in 12 patterns belong to this group.
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plants. Our results are displayed according to the tempera-
ture conditions.
We confirmed an absence of hybridization bias, as the
number of unigenes expressed relative to the background
noise was the same whatever the species. The 70-mer oligonu-
cleotides designed fromC. canephora thus seemed to hybridize
well to the C. eugenioides and C. arabica unigenes. This result
could be explained by the high genic sequence identity among
these three species (> 98%; A. Cenci et al.,unpublished).
Transcriptomic divergence between parents and
between each parent and the allopolyploids
As all plants were grown under common controlled condi-
tions, we expected only modest expression divergence among
diploids, but high levels of expression divergence were
observed between C. eugenioides and C. canephora at both
temperatures (Fig. 1a,b). Of the differentially expressed uni-
genes, equivalent proportions were up-regulated in each
parent. These initial results showed that the transcriptomic
regulation of the two species markedly differed despite the
high sequence identity between the genomes (A. Cenci et al.,
unpublished) and was modulated by growth temperature
conditions. Our findings were in the same range as those
obtained by Rapp et al. (2009), for comparisons between
Gossypium arboreum and Gossypium bickii and between
G. arboreum andGossypium thurberi. In our study, equivalent
proportions of the differentially expressed genes were up-
regulated in each parent – this balance was also reported by
Wang et al. (2006) and Rapp et al. (2009).
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Fig. 6 Patterns of differential expression between Coffea arabica cv T18141 allopolyploid and parental diploid species at 30–26C. Graphs
inset into panels I to XII represent possible expression patterns in comparisons between parents and the C. arabica cv T18141 allopolyploid,
where statistically differential expression is indicated by different vertical levels in each graph. The total number of unigenes falling into each
category is shown (n) and the average for the entire experiment is shown as a black horizontal line in each panel. In each of panels I to XII, the
y-axis represents density distributions of expression levels for unigenes involved in that particular expression pattern (C. canephora, blue;
C. eugenioides, green; cv T18141 allopolyploid, red) and the x-axis represents the standardized expression intensity. Most of the unigenes
(4031 unigenes of the 4152 differentially expressed in 12 patterns) belong to this group. The expression dominance of C. eugenioides is
shown in panels I and II, whereas the expression dominance of C. canephora is shown in panels III and IV. High variation of 3961 unigenes (of
the 4152 unigenes observed) was observed between the two dominance expressions. Most genes are in the ‘C. canephora-like dominance’
group. The ‘transgression’ group is shown in panels V–X. Eighty unigenes of the 4125 differentially expressed in 12 patterns belong to this
group. Panels V, VII and IX show transgressive up-regulation in allopolyploids and panels VI, VIII and X show transgressive down-regulation in
allopolyploids. High variation of 64 unigenes (of 80 observed) was observed between the two transgressive expressions. The ‘additive’ group
is shown in panels XI and XII. Forty-one unigenes of the 4152 differentially expressed in 12 patterns belong to this group.
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When the allopolyploid was compared to its two diploid
parents, it was found that the transcriptomic divergence
between two species could vary considerably depending on
growing conditions, with almost half of unigenes differen-
tially expressed between the allopolyploid and its two
parental species at 26–22C (Fig. 1a) and between the allo-
polyploid and C. eugenioides at 30–26C (Fig. 1b), whereas
unexpectedly low unigene expression divergence (< 9%)
was noted for the comparison between the allopolyploid
and C. canephora at 30–26C (Fig. 1b). The overall results
showed that the C. arabica and C. canephora transcription
profiles converged as the temperature increased. It is worth
noting that there was little variation in the proportions of
up- and down-regulated unigenes for the same comparison.
Impact of temperature on gene expression in
allopolyploids
We used a categorically partitioned analysis of the full set of
unigenes, as defined by Rapp et al. (2009), and were able to
characterize all unigenes studied in each of the comparisons.
This analysis was specifically focused on the two C. arabica
cultivars. The virtual disappearance of some categories and
the very marked increase in ‘C. canephora-like dominance’
and ‘no change’ was most surprising. The new phenomenon
revealed by our study was the drastic change in proportions
when environmental conditions (i.e. growth temperature)
were modified. This clearly suggests that parental regulatory
genes might be modulated by allopolyploid species.
Among the lines very widely disseminated in Latin
America, introgression of chromosome fragments from
C. canephora by interspecific hybridization seems to have
made the selected lines more adapted to hot temperature
conditions (22–26C), as compared with natural C. arabica
lines. This is the case for cv T18141, which we studied here
and whose rate of introgression by C. canephora was esti-
mated using molecular markers at over 20% of the
C. canephora genome (Lashermes et al., 2000). We noted
that the transcription profile of C. arabica cv T18141 seems
to be more similar to that of its parent C. canephora than
that of the pure C. arabica variety ‘Java’, which makes sense
considering the introgression of T18141 by chromosome
fragments from C. canephora.
We found that the behaviour at 30–26C of the two
majority unigene categories (i.e. ‘C. canephora-like domi-
nance’ and ‘no change’) derived from all categories of
unigenes in the coldest conditions (Fig. 8). We particularly
focused our study on 66 unigenes involved in several major
metabolic pathways (Wang et al., 2006; Salmona et al.,
2008; Joe¨t et al., 2009; Ni et al., 2009) and showed that no
biosynthesis pathway was uniformly classified in any cate-
gory and that, when the growth temperature conditions
varied, there were category changes for all biosynthesis path-
ways. However, there was a minority of genes showing
atypical behaviour. Those genes would be interesting targets
for testing the hypothesis that the higher plasticity of allo-
polyploids might be explained by a few genes in particular
biological pathways, as suggested by Ni et al. (2009). In the
No
change I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII
26–22°C
cv Java 2686 986 1033 1163 1001 642 633 382 303 233 371 1077 813
cv T18141 2130 1276 1437 634 645 659 696 308 415 447 287 1089 766
% by
category 
% by
category 
13–17 13–17 8–14 16–18 12
30–26°C
cv Java 5112 135 191 1413 1837 184 144 22 20 66 51 125 154
cv T18141 4948 4 31 1690 2307 47 6 19 6 0 2 2 39
31–33 0.2–2 21–26 0.5–3 0.2–2
A
C
E
AC E
A
C
E
AC
E AC
E
A
C E A
C E A
C
E A
C
E
A
C
E
A
C
E
A
C
E
A
C
E
Fig. 7 The 13 possible expression patterns in two Coffea arabica allotetraploids relative to their progenitors (C. canephora and
C. eugenioides). Each of the 13 patterns involving differential expression is labelled with a Roman numeral using the same classification as
Rapp et al. (2009) and Flagel & Wendel (2010), and including a graphical depiction, where C. canephora and C. eugenioides are on the outer
edges and the polyploid patterns in the middle. Expression values on the same horizontal line indicate statistically equivalent expression,
whereas expression values on higher or lower horizontal lines represent statistically significant up- and down-regulation, respectively. For
example, genes of the XI categories are those in which expression in the C. canephora diploid genome is significantly higher than in the
C. eugenioides diploid genome, with gene expression in the allopolyploid being significantly different from both but with an intermediate
value. The number of genes falling into the XIII gene expression category, where no significance was noted in any comparison among the two
diploids and the allopolyploid, is named ‘no change’. The 13 patterns are binned in five categories representing ‘no change’, ‘C. eugenioides-
like dominance’, ‘C. canephora-like dominance’, ‘transgression’ and ‘additivity’. Here these are represented by the following colour codes:
yellow (‘no change’), green (I and II), blue (III, IV), purple (V–X) and orange (XI, XII). Contributions per category (% per category) are given
for the two allopolyploids as a percentage of the 15 522 unigenes of the microarray. For example, the green category represented 13–17%
(cv Java and cv T18141, respectively) relative to the unigenes of the microarray.
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functional enrichment analysis, we found that the enrich-
ments varied at the coldest temperature and that there was
considerable depletion at the highest temperature in both of
the categories studied (‘dominance’ and ‘transgression’),
which suggests stressful growing conditions.
Lastly, we observed the stability of C. arabica cultivars
under different temperature conditions. The allopolyploids
seemed to display a higher level of homeostasis than their
C. canephora parent. It is generally accepted that allopolyp-
loids exhibit greater phenotypic plasticity than their parents.
Our results seem to suggest that their greater phenotypic
plasticity is based on better homeostasis of gene expression.
To explain this mechanism, we proposed that the relative
contribution of homeologues to the transcriptome varied
with growth temperature conditions, but maintained the
same global genetic expression level between the two temper-
atures. This would mean that at the cold temperature one
homeologue gene is mostly recruited to be expressed whereas
the other is recruited little or not at all, and that the opposite
situation would be observed at the hot temperature.
However, the global level of expression would vary little in
the allopolyploid and a certain ‘stability’ would be observed.
Conclusion
We studied the transcription profile of a relatively recent
natural allopolyploid species and compared this profile with
that of its parental species under two temperature conditions
during plant growth. By employing a microarray technology
for the analysis of 15 522 coffee unigenes, amounting to
around half of all coffee tree unigenes, we reached the
conclusion that transcriptome divergence in C. arabica, in
comparison with its two diploid parents, is modulated by the
environment. This finding was not completely unexpected,
as it was previously reported that the pattern of parental
dominance varies from tissue to tissue (Chaudhary et al.,
2009) and under stress (Liu & Adams, 2007). However, it is
the extent of the phenomenon that is remarkable. The capac-
ity of an allopolyploid to play on two subgenomes and to
adapt the score to the prevailing environmental conditions
distinguishes it from its parents. The C. arabica allopoly-
ploid species showed higher homeostasis depending on
environmental conditions as compared with the variability
noted in the diploid C. canephora species. In our view,
this phenomenon could explain the greater plasticity of
allopolyploids compared with their parental species in cop-
ing with environmental variations and might ultimately
explain their better adaptation to environmental conditions.
Our global gene expression analysis did not allow us to
determine the relative contributions of homeologues to the
9%
29%
23%
14%
25%
32%
11%
18%
20%
19%
Growth temperature
26–22°C
Growth temperature
30–26°C
C. canephora-like
dominance 
(3250 unigenes among the 15 522
unigenes of the microarray) 
No change
(5112 unigenes among the 15 522
unigenes of the microarray) 
A1
B1 B2
A2
No change Additivity Transgression
C. eugenioides-like dominance C. canephora-like dominance
Fig. 8 Behaviour at 30–26C of the two majority unigene
categories, that is, ‘C. canephora-like dominance’ and ‘no change’.
The proportions observed in blue, green, orange, purple and yellow
represent the ‘C. canephora-like dominance’, ‘C. eugenioides-like
dominance’, ‘additivity’, ‘transgression’ and ‘no change’ groups,
respectively. (A1, A2) The proportion of unigenes of the different
categories at 26–22C which became ‘C. canephora-like
dominance’ at 30–26C. Of the 3250 unigenes belonging to the
category ‘C. canephora-like dominance’ at 30–26C, 29% were
from the category ‘additivity’, 25% from ‘C. canephora-like
dominance’, 23% from ‘transgression’, 14% from ‘C. eugenioides-
like dominance’ and 9% from ‘no change’ at 26–22C. (B1, B2) The
proportion of unigenes of the different categories at 26–22C which
became ‘no change’ at 30–26C. Of the 5112 unigenes belonging
to the category ‘no change’ at 30–26C, 32% were from the
category ‘no change’, 20% from ‘C. eugenioides-like dominance’,
19% from ‘C. canephora-like dominance’, 18% from
‘transgression’ and 11% from ‘additivity’ at 26–22C.
Table 2 Fluorescence intensity differential (DFI) and the variation
index (IVar) between parental Coffea canephora diploid species and
C. arabica allopolyploids (cv Java and cv T18141)
C. arabica
cv Java
C. arabica
cv T18141 C. canephora
Subset of 4244 unigenes
DFI 3.22 2.74 3.78
IVar (%) 26.48 25.26 33.21
Subset of 385 unigenes
DFI 6.14 9.41 16.45
IVar (%) 35.60 53.34 89.32
Of the 15 522 unigenes, a significant between-treatment effect was
noted for 4244 unigenes (i.e. genotype observed for a growth tem-
perature condition). A second subset of 385 unigenes corresponding
to a ‘transgressive’ situation for allopolyploids at 26–22C and to a
‘C. canephora-like dominance’ situation at 30–26C was created.
DFI, fluorescence intensity differential between hybridizations at
26–22C and those at 30–26C in absolute values (see equation in
the Materials and Methods section). IVar (Eqn 3), variation index in
% (see equation in the Materials and Methods section).
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transcriptome. To be able to do this, a microarray technol-
ogy needs to be developed using homeologue-specific (i.e.
parent-specific) probe sets or by sequencing as was done by
Vidal et al. (2010). Such technologies would enable us to
differentiate cases in which similar levels of expression are
attained via biased parental expression or via equal expres-
sion of the homeologous parental genomes. It would thus
be possible to determine whether or not one subgenome is
massively expressed to the detriment of the other sub-
genome, as suggested by Flagel & Wendel (2010), and
whether this balance of subgenomic contributions is envi-
ronment-dependent.
It is still unclear what mechanisms are involved in the
modulation of parental regulatory genes in allopolyploid
species. Several nonexclusive hypotheses could be put
forward. For instance, as suggested by Ni et al. (2009), a
few regulatory genes whose activity is dependent on envi-
ronmental conditions could lead to a cascade of changes in
downstream genes and physiological pathways in poly-
ploids. But how are these regulatory genes activated? Ha
et al. (2009) suggested that expression variation of miRNAs
leads to changes in gene expression, growth vigor and
adaptation.
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CHAPITRE II 
PARTIE II 
DISTANCE DU TRANSCRIPTOME DE L’ESPECE 
ALLOPOLYPLOÏDE (C. ARABICA) PAR RAPPORT SES DEUX ESPECES 
PARENTALES (C. CANEPHORA ET C. EUGENIOIDES) SOUS CONTRAINTES 
THERMIQUES
 
  
 C. 
eugenioides 
30-26°C 
C. eugenioides 
26-22°C 
C. canephora 
30-26°C 
C. canephora 
26-22°C 
C. arabica 
cv. Java 30-
26°C 
C. arabica 
cv. Java 26-
22°C 
C. arabica 
cv. T18141 
30-26°C 
C. arabica 
cv. T18141 
26-22°C 
C. eugenioides 
30-26°C 0 1137 834 1603 898 1240 763 1136 
C. eugenioides 
26-22°C 2.30 0 1358 1354 1393 978 1275 885 
C. canephora 
30-26°C 3.06 2.30 0 1564 775 1173 506 1031 
C. canephora 
26-22°C 2.38 2.26 2.56 0 1727 1122 1465 1240 
C. arabica cv. 
Java 30-26°C 2.86 2.44 2.96 2.38 0 1305 595 1201 
C. arabica cv. 
Java 26-22°C 2.84 2.52 2.39 3.37 2.30 0 1072 574 
C. arabica cv. 
T18141 30-
26°C 
3.07 2.22 3.41 2.56 2.08 2.32 0 976 
C. arabica cv. 
T18141 26-
22°C 
2.95 2.88 2.39 3.01 2.43 2.54 2.27 0 
Tableau 1 : Matrice des distances euclidiennes. 
En vert sont indiquées les distances euclidiennes. En rouge sont indiqués les coefficients de 
variation calculés par bootstrap. 
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INTRODUCTION 
Comme indiqué dans le paragraphe « Stability of C. arabica cultivars under different 
température conditions » de l’article paru dans New Phytologist, le dispositif expérimental de 
la Puce ne prévoit pas de comparaisons entre les conditions de température. Les données ont 
donc été normalisées in silico pour pouvoir les réaliser. Sur les 15522 unigènes de la Puce, 
nous avons sélectionné uniquement les unigènes pour lesquels nous obtenions des signaux 
stables et répétables. Pour chaque espèce, nous avons calculé le coefficient de variation sur 
l’ensemble des réponses (2 dye-swaps x 6 lames=12 réponses) obtenues pour chaque unigène 
à une condition de température. Nous avons conservé les unigènes pour lesquels le coefficient 
de variation du niveau d’expression était inférieur à 50%. Au total, 11986 unigènes ont été 
sélectionnés avec, pour certains, des niveaux d’expression strictement équivalents entre 
espèces et pour d’autres une variation significative entre la condition 26-22°C et la condition 
30-26°C et cela pour une espèce donnée ou entre deux espèces. Au cours de cette deuxième 
partie de chapitre, la condition de température 30-26°C qui sera considérée comme un stress 
thermique chaud pour les trois espèces étudiées et la condition de température 26-22°C qui 
sera utilisée comme un témoin tout en sachant qu’il s’agit d’une condition de température 
adéquate pour les trois espèces. 
RESULTATS 
Mesures de la distance euclidienne basée sur les variations du 
transcriptome des espèces en fonction des conditions de températures 
Dans une récente étude de Stupar et al. (2008), les auteurs montrent que la diversité 
génétique et les variations du transcriptome peuvent être reliées. En effet, l’abondance des 
transcrits représente un ensemble de données quantitatives qui caractérise un génotype. Dans 
notre étude, cette abondance est représentée par une espèce et pour une condition de 
température de croissance. Les variations du transcriptome sont utilisées pour calculer les 
distances euclidiennes entre les espèces en fonction des conditions de température. Nous 
avons choisi de faire des mesures (méthode de Ward) basées sur la distance entre deux classes 
(barycentres au carré) et pondérées par les effectifs des deux clusters. 
La distance euclidienne est calculée de la façon suivante : 
  La matrice de distance a été calculée par bootstrap (Tableau. 1). 
  
Méthode  de Ward
Distances Euclidiennes
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Distance d'agrégation
C. canephora 26-22°C
C. arabica cv. T18141 26-22°C
C. arabica cv. Java  26-22°C
C. eugenioides 26-22°C
C. arabica cv. Java  30-26°C
C. arabica cv. T18141 30-26°C
C. canephora 30-26°C
C. eugenioides 30-26°C
Figure 3 : Analyse hiérarchique descendante basée sur les distances euclidiennes 
entre les transcriptomes. 
Les distances sont déterminées sur la base des 11986 unigènes exprimés par rapport au 
bruit de fond. 
Gènes différentiellement exprimés 
au seuil de probabilité P<10^-7 C. eugenioides C. canephora 
C. arabica 
cv. Java 
C. arabica 
cv. T18141 
Gènes sur-exprimés à 30-26°C 904 1086 1316 875 
Gènes sous-exprimés à 30-26°C 844 1151 1176 968 
Tableau 2 : Nombre de gènes sur- ou sous-exprimés à la condition de température 
30-26°C au seuil P<10-7  
Le classement est effectué par espèce et par variation de l’expression génique. 
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Les distances calculées ont des coefficients de variation faibles (cv maximum = 3%) 
traduisant la répétabilité de l’estimation. Les distances calculées permettent d’établir une 
classification ascendante hiérarchique (CAH) robuste. La CAH permet de distinguer, au sein 
d’un échantillon, des sous-populations aussi homogènes que possible et d’en mesurer les 
proximités à partir de variables quantitatives. La classification obtenue montre que les 
transcriptomes divergent en fonction des conditions de température de croissance (Figure 3). 
On obtient donc deux groupes de profils transcriptomiques en fonction des conditions de 
température. Dans ces deux groupes distincts, les relations entre les espèces sont modifiées. 
En ce qui concerne les deux variétés de C. arabica, elles sont proches à la condition de 
température 22-26°C. A contrario, on note une variation à la température 30-26°C, montrant 
que l’espèce diploïde, C. canephora est plus proche de C. arabica cv T18141 que de C. 
arabica cv Java. On observe également que le transcriptome de l’espèce allopolyploïde est 
plus proche du transcriptome de C. canephora que de celui de C. eugenioides à la condition 
de température 30-26°C, alors qu’un comportement inverse est observé à la condition de 
température 26-22°C. 
Détermination pour les unigènes les plus exprimés de ceux qui sont 
communs ou exclusifs aux trois espèces 
Parmi les 11986 unigènes exprimés par rapport au bruit de fond, nous avons 
déterminés les unigènes pour lesquels on observe une sur-expression ou une sous-expression à 
la condition la plus chaude 30-26°C par rapport à la température la plus froide 26-22°C en 
imposant un seuil de probabilité élevé (p<10-7). On constate qu’il y a autant d’unigènes qui 
sont sur-exprimés que sous-exprimés et que leur nombre est du même ordre de grandeur 
quelle que soit l’espèce étudiée (Tableau 2). Ce qui semble indiquer qu’il n’y a pas de biais. 
En effet, en présence d’un biais dû à une normalisation inefficace des données ou s’attendrait 
à voir plus de gènes sur-ou sous-exprimés à une même condition de température pour chacune 
des espèces. Nous avons choisi d’étudier la centaine d’unigènes très fortement sur- ou sous-
exprimée à la condition de température 30-26°C pour chacune des espèces. Nous observons 
des ratios Log2 (foldchange) qui vont de 2.34 à 27.85 et dont les seuils de probabilité sont 
toujours inférieurs à 9.99 x 10-8 (allant jusqu’à 9.99 x 10-22). 
  
Figure 4. : Diagramme de Venn des unigènes sur-exprimés en condition de température de 
30-26°C par rapport à la condition de température de 22-26°C pour chacune des espèces. 
Le cercle bleu représente les unigènes sur-exprimés de C. canephora, le cercle jaune représente 
les unigènes sur-exprimés de C. eugenioides, le cercle vert représente les unigènes sur-exprimés 
de C. arabica cv. Java et le cercle rouge représente les unigènes sur-exprimés de C. arabica cv. 
T18141. On constate que 12 unigènes sont communs aux trois espèces étudiées. On obtient 
également 59 unigènes ‘spécifiques à l’espèce’ chez C. canephora, 43 unigènes ‘spécifiques à 
l’espèce’ chez C. eugenioides, 35 unigènes ‘spécifiques à l’espèce’ chez C. arabica cv. Java et 34 
unigènes ‘spécifiques à l’espèce’ chez C. arabica cv. T18141. 
Figure 5. : Diagramme de Venn des unigènes sous-exprimés en condition de température de 
30-26°C par rapport à la condition de température de 22-26°C pour chacune des espèces. 
Le cercle bleu représente les unigènes sous-exprimés de C. canephora, le cercle jaune représente 
les unigènes sous-exprimés de C. eugenioides, le cercle vert représente les unigènes sous-exprimés 
de C. arabica cv. Java et le cercle rouge représente les unigènes sous-exprimés de C. arabica cv. 
T18141. On constate que 16 unigènes sont communs aux trois espèces étudiées. On obtient 
également 51 unigènes ‘spécifiques à l’espèce’ chez C. canephora, 50 unigènes ‘spécifiques à 
l’espèce’ chez C. eugenioides, 32 unigènes ‘spécifiques à l’espèce’ chez C. arabica cv. Java et 32 
unigènes ‘spécifiques à l’espèce’ chez C. arabica cv. T18141. 
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Les unigènes filtrés (les gènes à sur- ou sous-expression les plus fortes) ont été classés dans 
des ensembles de Venn. Deux diagrammes ont été produits en fonction de la sous- ou sur-
expression dans la condition de température 30-26°C (Figures 4 et 5). On constate que la 
plupart des unigènes sont ‘espèce-spécifiques’ et que très peu d’unigènes sont communs à 
toutes les espèces. Seulement 12 unigènes fortement sur-exprimés à 30-26°C apparaissent 
communs aux trois espèces et 16 unigènes fortement sous-exprimés à 30-26°C (Figures 4 et 
5). 
Les processus biologiques impliqués dans les groupes d’unigènes communs 
aux trois espèces ou ‘spécifiques’ à chacune d’elle 
A partir de la centaine de gènes choisi pour chacune des espèces, nous voulons vérifier 
si la transcription d’unigènes sur ou sous-exprimés en conditions de stress de chaleur (30-
26°C) révèle des processus biologiques spécifiques liés aux stress thermiques. Pour observer 
ces processus biologiques, nous les avons classés en deux groupes : 
- Les unigènes communs aux trois espèces dont 12 unigènes sur-exprimés à la condition 
de stress de chaleur (30-26°C) et 16 unigènes sous-exprimés à la même condition de 
température. 
- Les unigènes spécifiques à chacune des espèces. Pour l’espèce C. arabica nous avons 
choisi d’étudier les unigènes communs aux deux variétés dont 15 unigènes sur-
exprimés à la condition de stress de chaleur (30-26°C) et 22 unigènes sous-exprimés à 
la même condition de température. 
Les informations, générées par l’analyse d’enrichissement, figurent dans les tableaux de 
donnés de l’annexe 10. Les résultats obtenus sont riches et difficiles à interpréter. Nous 
analyserons uniquement les processus biologiques les plus représentés pour chacune des 
catégories analysées. 
Unigènes communs aux trois espèces de caféiers étudiés 
Dans le groupe des 12 unigènes sur-exprimés sous stress de chaleur (30-26°C), on 
trouve un grand nombre d’unigènes liés au processus de la photosynthèse dont les 
chromophores contrôlant plusieurs processus tels que le réglage de l'horloge interne, le 
contrôle des rythmes endogènes ainsi que la biosynthèse de diverses substances telles que les 
anthocyanes, flavones, ou encore des protéines. On trouve également un grand nombre 
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 d’unigènes liés aux processus de la voie de biosynthèse des diterpènes avec des unigènes 
ayant un rôle dans la voie de signalisation de l’acide gibbérellique (diterpène tétracyclique) 
favorisant l’élongation cellulaire et la croissance racinaire. Dans le groupe des 16 unigènes 
sous-exprimés, on observe que la plupart des unigènes appartiennent à des processus 
biologiques liés à la régulation négative de la transcription par le promoteur de la polymérase 
III. 
Unigènes spécifiques à l’espèce parentale diploïde, C. canephora 
Dans le groupe des 59 unigènes sur-exprimés sous stress de chaleur (30-26°C), on note 
quatre processus principaux. La biosynthèse des polysaccharides des parois (ex : glucan et 
pyrimidine biosynthetic process), la biosynthèse de la chlorophylle (ex : porphyrin et 
tetrapyrrole biosynthetic process), la biosynthèse des acides gras et des lipides (ex : 
dicarboxylic acid metabolic process) et des processus biologiques liés à la résistance (ex : 
herbicide, toxin, oxoacid and chorismate). Dans le groupe des 51 unigènes sous-exprimés 
sous stress de chaleur (30-26°C), on trouve des processus biologiques qui concernent 
essentiellement la réponse aux stimuli abiotiques ainsi que la voie de biosynthèse des lipides. 
Unigènes spécifiques à l’espèce parentale diploïde, C. eugenioides 
Dans le groupe des 43 unigènes sur-exprimés sous stress de chaleur (30-26°C), on 
trouve des processus liés aux stress oxydatifs et la voie de biosynthèse des alkaloïdes. Dans le 
groupe des 50 unigènes sous-exprimés sous stress de chaleur (30-26°C), on trouve quatre 
principaux processus liés aux acides aminés (proline, sérine), aux vitamines (notamment 
riboflavine), aux polyamines dont l’accumulation est souvent mentionnée lors de stress 
abiotiques et de stress oxydatifs (oxydo-réduction or electron carrier activity). 
Unigènes ‘spécifiques’ à l’espèce allopolyploïde, C. arabica 
Dans le groupe des 15 unigènes sur-exprimés sous stress de chaleur (30-26°C), on 
retrouve, des processus liés à la biosynthèse de la chlorophylle et des triglycérides comme 
chez C. canephora, et des processus liés aux hormones (acide gibbérellique et acide 
abcissique) et à la régulation de la méthylation, des transporteurs ou encore des voies de 
signalisation. Dans le groupe des 22 unigènes sous-exprimés sous stress de chaleur (30-26°C), 
on trouve des processus liés à la biosynthèse des lipides et notamment des phospholipides et 
de facteurs de transcription (RNA elongation). 
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DISCUSSION et CONCLUSION 
Les variations observées entre les transcriptomes des trois espèces de l’étude ont 
permis de calculer des distances euclidiennes entre ces espèces en fonction des deux 
conditions de température. Les résultats obtenus montrent que les distances observées entre 
les conditions de température sont plus importantes que celles observées entre les espèces et 
que ces variations dans les distances forment deux groupes ‘température-dépendants’ bien 
distincts. Dans ces deux groupes distincts, les relations entre les espèces sont modifiées. En ce 
qui concerne les deux variétés de C. arabica, elles sont proches de la condition de 
température 22-26°C. On note une variation à la température 30-26°C, montrant que l’espèce 
diploïde, C. canephora est plus proche de C. arabica cv T18141 que de C. arabica cv Java. 
C. arabica cv T18141 est issu de lignées homozygotes C. arabica dérivant d’un 
rétrocroisement entre C. arabica et un hybride interspécifique entre C. arabica et C. 
canephora. L’introgression par C. canephora est estimée, par marqueurs moléculaires, à plus 
de 20% du génome de C. canephora (Lashermes et al., 2000). Ces lignées cultivées en 
Amérique latine montrent une meilleure adaptation que les lignées pures C. arabica cv Java 
aux températures élevées. Dans le chapitre II partie I, nous avions déjà souligné que le profil 
transcriptomique de C. arabica cv T18141 semblait plus proche du profil transcriptomique de 
C. canephora que du profil transcriptomique de C. arabica cv Java. Des modifications de 
distances entre l’allopolyploïde et ses espèces parentales aux deux conditions de température 
ont également été observées. Le transcriptome de l’espèce allopolyploïde est plus proche du 
transcriptome de C. canephora que de celui de C. eugenioides à la condition de température 
30-26°C, alors qu’un comportement inverse est observé à la condition de température 26-
22°C. Ce résultat a également été observé dans le chapitre II partie I, par une approche sur la 
divergence transcriptomique entre C. arabica et C. canephora à la température la plus chaude 
(30-26°C) était faible (<9%) comparé à la divergence observée à la température froide (26-
22°C ; >40%). 
Parmi les 11986 unigènes exprimés par rapport au bruit de fond, autant de gènes sont sous- et 
sur-exprimés à la condition de stress thermique (30-26°C) quelles que soit l’espèce étudiée. 
Cela montre une absence de biais due à la normalisation des 15522 unigènes de la Puce. 
Malgré tout, il faut tout de même prendre ces résultats obtenus avec précaution sachant que la 
Puce utilisée n’a pas été conçue pour des comparaisons entre espèces entre conditions de 
température. Lorsqu’on étudie les gènes différentiellement exprimés entre les deux conditions
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de température, on constate que peu de gènes sont communs aux trois espèces et entre les espèces 
parentales. Les cultivars de C. arabica possèdent une proportion plus importante de gènes en 
commun mais la tendance reste tout de même faible comparée au nombre important de gènes 
dépendants de l’espèce. 
Au niveau des processus biologiques, les unigènes communs aux trois espèces de caféiers étudiés 
sous stress thermiques (30-26°C), sont tous liés à la régulation négative de la transcription par un 
promoteur de la polymérase III. Cette RNA Polymérase est connue pour réguler l’expression des 
gènes en fonction des stades de développement et des tissus de la plante mais aussi en fonction de 
l’environnement. Plusieurs facteurs de transcription liés au rythme circadien agissant sur le 
développement de la plante et aux réponses aux stress sont notablement sous-exprimés à la 
condition de température de stress de chaleur (30-26°C). On note cependant un comportement 
différent des espèces parentales face aux stress thermiques. Chez C. canephora, les gènes sur-
exprimés couvrent un grand nombre de processus biologiques tels que la voie de biosynthèse de 
la chlorophylle, des lipides, des polysaccharides et des processus lié à la résistance. Un 
comportement inverse est observé chez C. eugenioides où les gènes sur-exprimés couvrent peu de 
processus biologiques et que ceux-ci sont essentiellement liés aux stress oxydatifs. L’espèce 
allopolyploïde, C. arabica s’apparente plus à C. canephora avec des gènes surexprimés qui 
couvrent un grand nombre de processus biologiques tels que la voie de biosynthèse de la 
chlorophylle et des triglycérides mais présente aussi de façon originale des processus liés aux 
hormones et à la régulation de la méthylation, des transporteurs ou encore des voies de 
signalisation. Parmi les gènes liés à ces processus biologiques, la majorité ont un rôle dans les 
stress biotiques et abiotiques Ces gènes sont pour la plupart sur-exprimés en condition de stress 
de chaleur chez les trois espèces de caféiers. Par exemple les gènes codant pour les HSPs, MAPK 
et MYB sont des gènes qui ont un rôle majeur dans la régulation transcriptionnelle induite par des 
stress thermiques (Sung et al., 2003). 
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CHAPITRE III 
PLASTICITE DES ALLOPOLYPLOÏDES FACE A DIFFERENTS 
REGIMES THERMIQUES: COMPARAISON ENTRE COFFEA 
ARABICA ET SES DEUX ESPECES PARENTALES (C. CANEPHORA ET C. 
EUGENIOIDES) 
Ce chapitre est rédigé en français et fera l’objet d’un article ultérieurement. 
  
A B 
Figure. 1. Représentation des voies eucaryotique et procaryotique dans la synthèse de galactolipides et phospholipides dans 
une cellule de plante. 
La voie eucaryotique est représentée en orange et la voie procaryotique est représentée en vert. Ces représentations sont basées sur 
des études réalisées chez Arabidopsis. A. Représentation schématique des deux voies, procaryotique et eucaryotique, avant le 
séquençage du génome d’Arabidopsis. B. Représentation schématique des nouvelles découvertes basées sur le génome 
d’Arabidopsis. ER représente le réticulum endoplasmique, oE représente la membrane plastidiale externe et iE représente la 
membrane plastidiale interne. 
Wallis et Browse, 2010 
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INTRODUCTION 
La polyploïdie joue un rôle majeur dans la diversité des espèces végétales, l’apparition 
de nouveaux phénotypes et dans la conquête de nouvelles niches écologiques (Otto et 
Whitton, 2000; Adams, 2007). Dans des environnements non adaptés aux parents diploïdes 
tels que les hautes altitudes et latitudes où les températures sont plus froides, les polyploïdes 
survivent mieux que leurs parents diploïdes (Chen, 2007). L’adaptation à de nouvelles niches 
écologiques peut être illustrée par le cas des plantes invasives (Prentis et al., 2008) et des 
plantes arctiques (Brochmann et al., 2003). Ces derniers soulignent que le succès de 
l’évolution des polyploïdes dans la zone arctique serait basé sur l’état d’hétérozygotie fixé de 
leur génome. Cet état serait à l’origine de la meilleure survie des espèces pendant des périodes 
climatiques instables. Ces études suggèrent ainsi un avantage évolutif des allopolyploïdes 
comparés à leurs espèces parentales diploïdes. La plasticité phénotypique se traduit par la 
capacité d’un génotype à produire de multiples phénotypes en réponse à des conditions 
environnementales variées (Pfenning, 2010). La plasticité des polyploïdes peut être corrélée 
avec des changements d’expression à des niveaux transcriptionels et post-transcriptionels 
(Jackson et Chen, 2009). Comme le souligne Jackson et Chen (2009), de tels changements 
dans l’expression génique sont contrôlés en grande partie par des mécanismes épigénétiques, 
lesquels jouent un rôle direct ou indirect, de régulateurs de variations physiologiques et 
développementales chez les allopolyploïdes (Wang et al., 2006 ; Ni et al., 2009). 
Les stress thermiques ont des effets sur la croissance de la plante et sur la photosynthèse par 
des processus de photoinhibition (Na et al., 2007) et également sur le fonctionnement des 
membranes cellulaires. Les phospholipides et galactolipides composent la bicouche lipidique 
des membranes cellulaires (Figure 1). Chez les plantes, les lipides les plus abondants dans les 
membranes des thylakoïdes sont les galactolipides MGDG (monogalactosyldiacylglycerol) et 
DGDG (digalactosyldiacylglycerol) et le phospholipide PG (phosphatidylglycerol) (Na et al., 
2007). Lors de stress thermiques, les changements de composition en acides gras des 
phospholipides et galactolipides membranaires jouent un rôle dans la fluidité de la 
membranaire (Robert et Upchurch, 2008). La modification de la fluidité des membranes est 
estimée par le taux de conversion de l’acide 
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oléique (C18 :1) en linoléique (C18 :2) puis en linolénique (C18 :3), (Iba 2002). Les 
changements observés dans le degré d’insaturation des acides gras sont considérés comme 
l’un des facteurs majeurs dans l’adaptation métabolique des plantes aux stress thermiques 
(Murakami et al., 2000 ; Wakita et al., 2001; Anai et al.,2003; Orlova et al., 2003; Sakurai et 
al., 2003). Malgré les variations de température, les plantes maintiennent la fluidité de la 
membrane constante (Penfield, 2008). L’accumulation d’acide gras polyinsaturés dans les 
lipides contribue au maintien de la fluidité de la membrane (Murakami et al., 2000 ; Liu et al., 
2006) et au fonctionnement régulier des chloroplastes (Routaboul et al. 2000; Iba, 2002) aux 
basses températures. Chez des espèces, telles que le coton et le soja, il a été montré que les 
niveaux en 18 :2 augmentent en fonction des baisses de température (Heppard et al., 1996 ; 
Horiguchi et al., 2000 ; Kargiotidou et al., 2008). Pour les acides gras triénoïques, tels que 
l’acide hexadecatriénoïque (16:3) et l’acide linolénique (18:3), il a été montré que leur 
augmentation dans les membranes des chloroplastes induisaient une tolérance à des faibles 
températures au cours des premières étapes de leur développement (Iba, 2002). 
Un groupe d’enzymes, les acides gras désaturases (FADs) sont à l’origine des conversions en 
acides gras insaturés. Elles permettent la conversion de l’acide oléique (C18 :1 ; 
monoinsaturés) en acide linoléique (C18 :2 ; polyinsaturés ou diénoïque) et la conversion de 
l’acide linoléique (18 :2) en acide linolénique (C18 :3 ; polyinsaturés ou triénoïque). Ces 
enzymes se situent dans différents compartiments cellulaires. On retrouve les désaturases 
FAD2 (ou ω-6 désaturase) et FAD3 (ou ω-3 désaturase) au niveau des membranes 
cytoplasmiques du réticulum endoplasmique et les désaturases FAD6 (ou ω-6 désaturase) et 
FAD8 (ou ω-3 désaturase) au niveau des membranes chloroplastiques des chloroplastes. Ces 
FADs, ainsi que d’autres enzymes intervenant dans la voie de biosynthèse des acides gras, 
sont responsables, pour partie, des modifications lipidiques et par conséquent à l’origine des 
réarrangements membranaires. La FAD2 et la FAD6 (ω-6 désaturase) sont responsables de la 
conversion de l’acide oléique (C18 :1) en acide linoléique (C18 :2). Il a été observé, chez le 
mutant FAD2 d’Arabidopsis, une forte diminution des quantités en acides gras polyinsaturés 
dans les membranes cytoplasmiques lipidiques. Les cultures à long terme de ces mutants à 
basses températures conduisent à leur flétrissement et à leur mort (Miquel et al, 1993).
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Chez Gossypium et Portulaca, une expression génique différentielle a été observée. Chez 
Gossypium (Kargiotidou et al., 2008), il a été observé une augmentation du niveau de C18:2 
associée à des hauts niveaux de transcription du gène codant pour la FAD2 à basses 
températures alors que chez Portulaca (Teixeira et al., 2009), il a été observé de faibles 
niveaux de transcription du gène codant pour la FAD2 à basses températures. Chez le mutant 
FAD6 d’Arabidopsis, il a été observé une forte activité d’enzyme désaturase et de hauts 
niveaux d’accumulation d’acides palmitoléique (16:1) et oléique (18:1), associée à une 
diminution des niveaux d’acides gras polyinsaturés dans les galactolopides des chloroplastes 
(Iba, 2002). Les plantules de ces mutants, soumis à des stress thermiques, deviennent 
chlorotiques et possèdent une teneur en chlorophylle moitié moins importante que chez les 
types sauvages. De plus, le nombre de thylakoïdes dans leurs membranes diminuent et leurs 
chloroplastes sont plus petits. La FAD8 et la FAD3 (ω-3 désaturase) sont responsables de la 
conversion de l’acide linoléique (C18 :2) en acide linolénique (C18 :3). L’expression chez les 
gènes codant pour la FAD8 a été étudiés chez de nombreuses espèces dont Arabidopsis, 
Gossypium (Kargiotidou et al., 2008) et Descurainia (Tang et al., 2007). Chez Arabidopsis, le 
gène codant pour la désaturase FAD8 peut être réprimé ou non en fonction d’une différence 
de quelques degrés (Iba, 2002). Ce gène est identifié comme un gène « température-
dépendant » (McConn et al., 1994). Chez Gossypium et Descurainia, il a été observé des 
hauts niveaux de transcrits du gène codant pour la FAD8 et donc une forte expression à basses 
températures (Tang et al., 2007 ; Kargiotidou et al., 2008 ). Les gènes codant pour l’enzyme 
FAD3 ont été isolés chez plusieurs espèces de plantes incluant la Glycine max et Brassica 
napus (Yadav et al., 1993), Nicotiana tabacum (Hamada et al., 1996), Arabidopsis thaliana 
(Arondel et al., 1992; Nishiuchi et al., 1994), et Oryza sativa L. (Kodama et al., 1997). Chez 
B. napus, les niveaux d’acides linoléique et linolénique augmentent aux basses températures 
mais les auteurs précisent que les variations de l’activité enzymatique ne seraient pas dues aux 
niveaux d’activité des transcrits de FAD3 (Dyer et al., 2001). La production d’acide 
linoléique (C18 :3) est catalysée par la FAD3 (Yadav et al., 1993) et la FAD8 (Lemieux et al., 
1990; Iba et al., 1993; Somerville et Browse, 1996). Les transferts lipidiques entre 
compartiments sont possibles (Ohlrogge et Browse, 1995; Horiguchi et al., 1996; McConn et 
Browse, 1996; Kodama et al., 1997) et seraient dus à la contribution totale de C18 :3 
provenant des deux formes de l’ω-3 désaturase (la FAD3 et la FAD8). 
Coffea arabica est un allopolyploïde relativement récent (10-50000 ans) constitué de sous-
génomes (Ea et Ca) provenant d’espèces parentales africaines diploïdes proches 
génétiquement, C. eugenioides et C. canephora. Coffea arabica est issu d’une région limitée 
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du Sud-ouest de l’Ethiopie où aucune autre espèce de Coffea n’est présente. L’espèce 
polyploïde et ses deux espèces parentales se développent également à des altitudes et à des 
températures différentes. On retrouve C. arabica dans des forêts tropicales de hautes altitudes, 
entre 1200-1950m (Davis et al., 2006), avec un optimum de températures moyennes annuelles 
pour l’espèce de 18-21°C (Damatta et Ramalho, 2008). Coffea canephora est issu de forêts 
équatoriales humides de basses à moyennes altitudes, entre 250-1500m (Davis et al., 2006), 
avec un optimum de températures moyennes annuelles pour l’espèce de 22-26°C (Damatta et 
Ramalho, 2008). Enfin, C. eugenioides se retrouve dans des forêts de hautes altitudes, entre 
1000 et 2000m, avec un optimum de températures moyennes annuelles pour l’espèce de 18-
23°C (Davis et al., 2006). Comme la plupart des espèces tropicales, les caféiers sont 
particulièrement sensibles au froid (Bauer et al., 1985; DaMatta et al., 1997; Ramalho et al., 
2003, Fortunato et al., 2009) limitant leurs zones géographiques de distribution (Fortunato et 
al., 2009). Les deux espèces de caféiers cultivées (C. arabica et C. canephora) ont montré 
qu’elles pouvaient s’adapter à des intervalles de températures plus importants dans leur zone 
de culture comparés aux températures des zones de diversification primaire. Malgré ces 
intervalles plus importants pour les espèces cultivées, la température reste tout de même une 
limite à l’exploitation des variétés de C. arabica et C. canephora (Barros et al., 1997; Silva et 
al., 2004; Damatta et al., 2006). Les variations de la composition lipidique en fonction des 
stress thermiques constituent a priori un bon modèle pour étudier la plasticité des plantes. 
L’objectif de ce chapitre sera de confirmer la plasticité de l’allopolyploïde C. arabica 
sous stress thermiques et d’estimer si cette plasticité est supérieure ou égale à celle de ses 
espèces parentales diploïdes, C. eugenioides et C. canephora. Pour répondre à cette question, 
nous avons donc mesuré la croissance, la teneur en chlorophylle et la composition en acides 
gras ainsi que l’expression de gènes majeurs de la voie de biosynthèse des acides gras pour 
chacune des trois espèces cultivées dans des conditions de températures contrastées. 
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MATERIELS ET METHODES 
Matériels biologiques 
Les semences de Coffea arabica et Coffea canephora ont été produite à La station 
expérimentale ECOM à la Cumplida, Matagalpa, Nicaragua. Les semences de Coffea 
eugenioides ont été produites par la « Coffee Research Foundation » du Kenya. La variété de 
Coffea arabica utilisée est la variété ‘Caturra’ issue, par mutation, de la variété C. arabica cv 
bourbon. Coffea canephora est représenté par la variété ‘Nemaya’ issue d’un croissement 
entre deux génotypes congolais sauvages. Et enfin, les graines de Coffea eugenioides ont été 
collectées à partir d’arbres originaires de la forêt du Mont Elgon au Kenya. 
Croissance en phytotrons 
Après cinq semaines de croissance dans des boîtes magenta à température constante 
(27°C), les poids secs (103°C pendant 24h) ont été mesurés pour trente plantules de chaque 
espèce. Les cent vingts plantules ont été réparties dans douze mini serres. Dans chacune des 
mini serres, ont été plantées trois lignes de dix plantules de chacune des trois espèces 
étudiées. Chaque mini serre est considérée comme une unité expérimentale. Les mini serres 
sont transférées dans des phytotrons (CRYONEXT, France, model RTH 1200L), où les 
conditions environnementales sont contrôlées. La photopériode, l’humidité et la luminosité 
sont respectivement fixées à 12:12 LD (Long Day), 80-90% et 600 μ mole photons m-2 s-1. 
Pour cette étude, quatre conditions de température ont été utilisées et pour lesquelles des 
températures diurnes et nocturnes ont été définies : 18-15°C, 23-20°C, 28-25°C, 33-30°C. 
Après 11 semaines de culture dans les phytotrons, deux jeunes feuilles ont été échantillonnées 
à la mi-journée (6-8 h après la nuit) pour chacune des plantes. Ces feuilles sont directement 
congelées dans l’azote liquide puis stockées à -80°C jusqu’à l’extraction de l’ARN en vue des 
analyses d’expression génique par la PCR quantitative en temps réel (qRT-PCR). Les jeunes 
plantules sont ensuite prélevées et les racines lavées. Les poids secs (103°C pendant 24h) ont 
été de nouveau mesurés pour cinq plantules par espèce et par unité expérimentale. Pour 
chaque unité expérimentale, les plantules restantes sont lyophilisées et stockées. 
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Analyses chimiques 
Pour chacune des trois espèces et chacune des quatre conditions de température, des 
dosages de la chlorophylle et la composition en acides gras ont été effectués. Les analyses ont 
été faites sur trois répétitions correspondant aux plantes d’une même espèce dans les trois 
mini serres. Chacune des répétitions est constituée d’un pool de cinq plantes. 
Dosage de la chlorophylle 
Un dosage de la teneur en chlorophylle est effectué suivant la méthode de Mc Kiney 
(1941) et Holden (1975) par l’utilisation d’acétone à 80% pour l’extraction et d’un 
spectrophotomètre à double cuve pour les mesures du spectre d’absorption. L’extraction de la 
chlorophylle est réalisée à partir d’un broyage manuel de 20mg d’échantillon lyophilisé dans 
2ml d’acétone à 80%. La solution est complétée pour un volume final de 10 ml. Les tubes 
sont centrifugés (30240g, 10min, 4°C). Pour obtenir une DO < 1, une dilution de ½ est 
effectuée pour 1ml de chaque échantillon. Préalablement aux mesures effectués, une gamme 
étalon est réalisée à partir d’extrait pur de chlorophylle a et b d’épinard (SIGMA ALDRICH 
C5753 et C5878 1mG). Le spectre d’absorption pour chacun des échantillons est mesuré pour 
des longueurs d’ondes comprises entre 500 et 800nm. Les concentrations en chlorophylle sont 
déterminées par les formules suivantes : 
Chl totale=F(0,0202*DO645+0,008*DO663)*1000 en mg.L-1 
Avec F le Facteur de dilution 
Extraction des lipides 
Les lipides totaux sont extraits à partir de 100 mg d’échantillons lyophilisés et réduits en 
poudre en utilisant la méthode de Folch et al. (1957) modifiée par Laffargue et al. (2007). 
Chaque échantillon est placé dans un pilulier en verre de 15 ml à capuchon vissant (bakélite et 
joint téflon). Les poudres de feuille sont homogénéisées avec un IKA T25 Ultra-turrax 
(Werke, Allemagne) pendant 30s dans 10ml de solvant (dichlorométhane/méthanol 
(CH2CL2/MeOH, 2/1)). Les échantillons sont filtrés sous vide (porosité 4µ). Les poudres 
d’extraction sont collectées et l’étape est renouvelée une deuxième fois. Le filtrat est transféré 
dans une ampoule à décanter où est ajoutée 4ml d’une solution de 0.73% de chlorure de 
sodium. La solution est mélangée manuellement pendant 1min et laissée à décanter toute la 
nuit. Après décantation (présence de deux phases), la phase la plus basse contenant les lipides 
totaux est récupérée. Après évaporation sous flux d’azote (37°C) de l’ensemble du solvant à 
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l’aide d’un évaporateur N-EVAP 11155-RT (Organomation, USA), les lipides totaux extraits 
sont pesés puis conservés dans 2 ml de solvant à -20°C. 
Procédure de saponification, méthylation et chromatographie en phase gazeuse 
La composition des acides gras des lipides totaux a été déterminée à partir du 
protocole de Laffargue et al. (2007). Pour la méthylation, les acides gras estérifiés sont 
saponifiés avec de l’hydroxyde de sodium méthanolique (MeOH). Les savons ainsi formés et 
les acides gras libres sont ensuite convertis en EMAG par réaction avec un complexe de 
trifluorure de bore (BF3)/méthanol. Pour la saponification, chaque extrait lipidique est 
transféré dans un tube de 50ml à capuchon vissant (bakélite et joint téflon). Le solvant est 
ensuite évaporé sous flux d’azote dans un bain marie à 37°C. Les lipides extraits sont 
saponifiés avec 4 ml de solution de NaOH à 0,5M. Les échantillons sont vortexés et placés au 
bain marie, sous agitation (90°C, 5 min). Les lipides sont ensuite méthylés avec 5 mL d’une 
solution BF3 à 14% à chaud. Les échantillons sont de nouveau vortexés et placés au bain 
marie, sous agitation (90°C, 3 min). Les échantillons sont vortexés et placés au bain marie 
(90°C, 5min). trois ml d’une solution d’hexane et 20ml d’une solution de chlorure de sodium 
saturée (NaCl) sont ajoutés. Après agitation manuelle, on rajoute de la solution de NaCl 
saturée jusqu’au col du tube. Après 2h de décantation, la phase supérieure d’hexane est 
récupérée et mise dans un pilulier en verre avec capuchon en bakélite et joint téflon de 10ml. 
Les traces d’eau résiduelles sont piégées en ajoutant quelques mg de sulfate de sodium 
(Na2SO4) anhydre. L’échantillon est prêt pour être injecté en CPG (chromatographie en 
phase gazeuse). 
La phase hexane est récoltée et les FAMEs sont directement analysés par chromatographie en 
phase gazeuse (GC) avec un chromatographe HP 5890 avec détecteur à ionisation de flamme 
(FID) et des colonnes capillaires Wax pour FAME (RESTEK, France) de 30 m * 0.25 mm * 
0.25 m. Les analyses ont été réalisées à partir d’un mode augmentant la température de 185°C 
à 225°C à 4°C/ min et d’un mode isotherme de 225°C pendant 10min. Le gaz transporteur est 
l’hélium à 40 cm s-1. L’injection et la détection se font à 230°C. Les FAMEs ont été identifiés 
en comparant les temps de rétentions avec ceux des FAMEs standard (Supelco) et sont 
quantifiés en pourcentage d’acides gras total (w/w). 
La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode d’analyse physico-chimique 
qui sépare les constituants d’un mélange afin de les quantifier individuellement. Une fois 
vaporisés dans l’injecteur, les constituants sont entraînés par un gaz vecteur le long d’une 
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phase stationnaire emprisonnée dans une colonne. Dans le cas des esters méthyliques d’acides 
gras (EMAG), ils parcourent la colonne avec des temps proportionnels à leurs propriétés 
intrinsèques (nombre d’atomes de carbone, nombre de doubles liaisons) et à leur affinité avec 
la phase stationnaire (polarité). A leur arrivée en bout de colonne, le détecteur mesure en 
continu la quantité de chacun des EMAG du mélange. Le tracé d’un chromatogramme 
correspond à l’enregistrement de l’intensité du signal généré par le détecteur en fonction du 
temps.  
L'identification des EMAG a été réalisée avec des standards commerciaux. Chaque standard 
est d’abord caractérisé par son temps de rétention (TR). Tous les temps de rétention obtenus 
ont été convertis en temps de rétention relatif (TRR) par division par le TR de l’acide oléique 
(18:1). Si les TR peuvent évolués légèrement au cours des analyses, principalement à cause de 
la dégradation de la phase stationnaire de la colonne, les TRR restent constants. 
L’identification d’un composé dans un chromatogramme est ainsi réalisée par son TRR. La 
quantification de chaque composé est ensuite réalisée à l’aide de la surface de son pic. Le 
pourcentage d’un acide gras dans le mélange est calculé par le rapport entre la surface de son 
pic et la somme des surfaces de tous les pics identifiés. 
Analyses de qRT-PCR (Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase 
Chain Reaction) 
Extraction des ARN totaux 
Pour chacun des échantillons, environ 1g de feuilles a été broyé dans de l’azote liquide 
et homogénéisé dans 20ml d’une solution tampon contenant 5 M d’isothiocyanate de 
guanidium, 31 mM d’acetate de sodium (pH 8), 1% de β-mercaptoéthanol, 0.88% (w/v) de N-
lauroyl sarcosine and 1% (w/v) de polyvinylpyrrolidone 40. Après centrifugation (15000g, 
4°C, 20min), le surnagent est déposé sur un coussin de chlorure de césium (5.7 M) contenant 
25mM d’acétate de sodium (pH 6) et centrifugé de nouveau (180000g, 20°C, 20h). Après 
élimination du surnageant, les culots d’ARN totaux sont lavés deux fois avec 70% (v/v) 
d’éthanol puis séchés pendant 1h. Les échantillons sont ensuite suspendus dans 100µl d’eau 
RNAse free. Le dosage des ARN totaux a été effectué en mesurant la densité optique d’1µl de 
solution à 260nm à l’aide d’un spectrophotomètre adapté aux petits volumes (Nanodrop, ND, 
Labtech, France). 
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La PCR quantitative en temps réel (qRT-PCR) 
La synthèse du premier brin d’ADNc, a été effectuée à l’aide du kit « the ImProm-IITM 
Reverse Transcription System » (Promega, Madison, WI, USA). Pour chacun des 
échantillons, 1µg d’ARN total et 1µl d’oligonucléotides (Oligo(dT)) à 0.5 µg/µl sont utilisés 
pour un volume réactionnel de 10µl. Un contrôle négatif sans matrice d’ADNc est effectué. 
Les solutions d’ARN totaux sont dénaturées (70°C, 5min) et stockés dans de la glace (5 min). 
La deuxième étape consiste en la synthèse D’ADNc par la reverse transcriptase à partir des 
oligonucléotides fixés sur les ARN totaux. Au mélange de 10µl est ajouté 4µl de tampon de la 
reverse transcriptase, 4µl de solution de MgCl2 à 25mM, 1µl de solution de dNTP à 500µM, 
1µl de RNAse inhibitor à 20U/µl et enfin 1µl de reverse transcriptase. La réaction est incubée 
(25°C pendant 5min, 42°C pendant 1 h et 70°C pendant 15min). Le premier palier de 
température correspond à l’hybridation des oligonucléotides dT sur les queues poly-A des 
ARNm, le second palier correspond à la synthèse de l’ADNc par l’enzyme à partir des 
oligonucléotides et le dernier palier correspond à la phase de désactivation de l’enzyme. 
L’analyse Q-PCR est effectuée à partir du kit « LightCycler® 480 SYBR Green I Master » 
(Version February 2008, Roche, Mannheim, Germany). La préparation du mélange PCR se 
fait sur la glace. Pour une réaction, le mélange PCR contient 1µl d’eau (Water PCR Grade), 
4µl d’amorces (10X conc., 2µl de ‘reverse’ et 2µl de ‘foward’) et 10µl d’un tampon « Master 
Mix » (2X conc.). 5µl d’échantillon d’ADN sont ajoutés au 15µl du mélange PCR dans 
chaque puits de la plaque 384 (LightCycler® 480 Multiwell Plate 384). La plaque est 
centrifugée (1500g, 2 min) et analysée à l’aide du protocole « LightCycler® 480 SYBR 
Instrument Protocol ». Quatre étapes sont effectuées : la pré-incubation afin d’activer la 
polymerase (FastStart Taq DNA polymerase) et dénaturer l’ADN (Paramètres: 1 cycle; 95°C, 
10 min), l’amplification de l’ADN (Paramètres: 45 cycles; 95°C pendant 15 s, 60°C pendant 1 
min et 72°C pendant 30 s), la génération des courbes de fusion (Paramètres: 1 cycle; 95°C 
pendant 5 s, 65°C pendant 1 min et 97°C pour 5 acquisitions par °C) permettant d’identifier 
les produits PCR et le refroidissement de la plaque (Paramètres: 40°C, 10 s). 
Une gamme de dilution de la RT (pour chaque échantillon) a été effectuée afin de déterminer 
la meilleure dilution de la RT. Cette gamme permettra également de déterminer l’efficacité 
des amorces pour chaque échantillon. Avec cette méthode, l’efficacité du couple 
amorces/échantillons est comprise entre 1.60 et 2. Les valeurs de l’efficacité seront prises en 
compte au cours des analyses statistiques.  
Pour éviter des effets liés au run de la PCR, les quatre gènes de référence sont utilisés comme 
une référence interne dans chacune des plaques. 
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 Gènes Noms N° SGN Amorce Reverse Amorce Foward 
Gènes 
cibles 
Isoforme 1 oméga-6 
désaturase ω-3.1 SGN-U348085 TCGTAATGAGGCAACGAAGG CTTGCCTGGGTTGTCTGTG 
Isoforme 2 oméga-6 
désaturase ω-3.2 SGN-U342489 CAGGAGAACTGGGGCAAGTA GACTCTTCAGGGGCGATTTC 
Isoforme 1 oméga-3 
désaturase ω-6.1 
Pas de SGN 
Amorces 
dessinées 
ACCTGGTCGGAAGCATCAGT TCTGGCCTGCAACTCGTAGA 
Isoforme 2 oméga-3 
désaturase ω-6.1 SGN-U349395 CAATGCCCAATTCCTGTCCT CAAAACCAAAAACTGGCCTGA 
Gènes de 
référence 
GADPH GADPH SGN-U347734 AACATGGGTGCATCCTTGCT TTGAAGGGCGGTGCAAA 
AP47 AP47 SNG-U359260 AAATGCACAAGCAACATTGG CCAGATTGGAGGATGCTCTT 
RP17 RP17 SGN-U351477 TGTCTCAGGCGCAGAAGCT CATTCGAGGTATCAATGCTATGCA 
14-3-3 14-3-3 SGN-U356404 CTTCACGAGACATATTGTCTTACTCAAA TGTGCTCTTTAGCTTCCAAACG 
Tableau. 1 : Liste des amorces utilisées lors de la qRT-PCR. 
Sont représenté les quatre gènes cibles et les quatre gènes de référence. 
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L’expression relative des transcrits des gènes ciblés est calculée de la manière suivante : (Joët 
et al., 2009) 
E(-delta Ct) 
Avec E correspondant à l’efficacité 
delta Ct=(Ct gène cible - Ct référence) où le Ct référence correspond à la moyenne des quatre gènes de référence. 
Le pool de quatre gènes de référence a été établi à partir de la bibliographie (Barsalobres et 
al., 2009 ; Cruz et al., 2009 ; Tableau. 1). Ces quatre gènes de référence: GAPDH 
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), RP17 (60S ribosomal protein L7), 14-3-3 (14-
3-3 protein), AP47 (clathrin-associated protein) semblent être adaptés aux espèces de caféiers 
cultivés.  D’après ces auteurs, ces quatre gènes sont des gènes relativement stables chez les 
caféiers. L’expression de la stabilité de ces quatre gènes de référence a été déterminée en 
utilisant le logiciel geNorm software (Vandesompele et al., 2002 ; 
http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/). Les quatre gènes codant pour les enzymes 
Omega-3 (ω-3.1 et ω-3.2) et omega-6 (ω-6.1 et ω-6.2) ont été ont été déterminé à partir du 
logiciel  Primer3 software (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) avec les critères suivant : 80bp à 
150bp, Tm de 62°C, GC% entre 40 et 60. La spécificité de chaque couple d’amorces a été 
testée par l’analyse des courbes de dissociation (qui indique la séparation des deux brins 
d’ADN de l’espèce) et l’intégrité des échantillons d’ARN a été vérifiée par une électrophorèse 
sur gel d’agarose. 
Analyses statistiques 
Un taux de croissance relative a été calculé par la formule : log(D60-D0). Le taux de 
croissance relative, la teneur en chlorophylle, la composition en acides gras et le niveau 
d’expression des gènes sont analysés par des ANOVA suivies de tests HSD (Honest 
Significant Difference) de Tukey. 
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Figure. 2 : Influence de la température 
sur la croissance des trois espèces de 
caféiers. 
C. arabica, C. canephora et C. eugenioides 
sont représentés, respectivement, en rouge, 
bleu et vert. Pour chacune des conditions 
de température, les trois espèces sont 
comparées par une ANOVA suivie d’un 
test HSD de Tukey. Deux lettres 
différentes pour une même température de 
croissance signifient qu’il y a une 
différence significative au seuil de 0.05 
entre deux espèces et ‘ns’ signifie qu’il n’y 
a pas de différences entre espèces pour la 
température considérée. C. arabica 
apparaît stable quelque soit la température. 
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Figure. 3 : Influence de la température sur 
la teneur en chlorophylle totale des jeunes 
feuilles des trois espèces de caféiers. 
C. arabica, C. canephora et C. eugenioides 
sont représentés, respectivement, en rouge, 
bleu et vert. Pour chacune des conditions de 
température, les trois espèces sont comparées 
par une ANOVA suivie d’un test HSD de 
Tukey. Deux lettres différentes pour une 
même température de croissance signifient 
qu’il y a une différence significative au seuil 
de 0.05 entre deux espèces et ‘ns’ signifie 
qu’il n’y a pas de différences entre espèces 
pour la température considérée. La teneur en 
chlorophylle totale de C. arabica est proche 
de celle de C. eugenioides aux températures 
froides et proche de celle de C. canephora 
aux températures les plus chaudes. 
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RESULTATS 
Influence des contraintes thermiques sur la croissance et la teneur en 
chlorophylle des trois espèces de caféiers étudiés 
Pour étudier la croissance des trois espèces de caféiers en fonction des conditions de 
températures, un taux de croissance relatif à été calculé à partir de la différence entre les poids 
secs estimés avant la mise en phytotrons et à leur sortie (à T0 et à T11 semaines). Les trois 
espèces ne se développent pas de la même façon en fonction des conditions de températures. 
Pour l’espèce C. canephora, la condition la plus froide (18-15°C) apparaît très défavorable à 
la croissance des plantules (Figure. 2). A contrario, la croissance des plantules de C. 
eugenioides est affectée à la température la plus chaude (30-33°C ; Figure. 2). A cette 
condition de température, on a constaté un taux de mortalité de 52% des plantules de C. 
eugenioides. Le taux de croissance de l’espèce allopolyploïde apparaît stable quelle que soit la 
température. Ce taux de croissance est du même ordre de grandeur que celui du parent C. 
canephora aux températures les plus chaudes (28-25°C et 33-30°C) et est similaire à celui de 
C. eugenioides aux températures les plus froides (18-15°C et 23-20°C ; Figure. 2). 
Quelle que soit l’espèce considérée, on observe que plus les conditions de température sont 
chaudes, plus la teneur en chlorophylle augmente (Figure. 3). A la condition de température 
de 18-15°C, on observe une très forte diminution (environ 25mg.g-1 de matière sèche) de la 
teneur en chlorophylle chez C. canephora. La teneur en chlorophylle de l’espèce 
allopolyploïde est du même ordre de grandeur que celle de C. eugenioides aux températures 
les plus froides (18-15°C ; 23-20°C) alors qu’aux températures les plus chaudes (28-25°C ; 
33-30°C) sa teneur est du même ordre de grandeur que celle de C. canephora (Figure. 3). 
  
Espèces T°C 
Acide 
Palmitique 
(C16 :0) 
Acide 
Palmitoléique 
(C16 :1) 
Acide 
Stéarique 
(C18 :0) 
Acide 
Oléique 
(C18 :1) 
Acide 
Linoléique 
(C18 :2) 
Acide 
Linolénique 
(C18 :3) 
Acide 
Arachidique 
(C20 :0) 
C. canephora 
18-15 30 3 6.5 4.3 12.7 39.1 1.9 
23-20 28.5 5.8 8.1 3.5 13.2 34.8 1.9 
28-25 28.1 9.4 10.5 5.2 10.8 27.5 2.6 
33-30 29.3 7.5 8.7 5.5 14.6 27 2.8 
C. eugenioides 
18-15 42.5 3.1 6.7 3.5 10.8 29.8 1.3 
23-20 50.2 5 8.3 5.9 12.3 13.4 1.7 
28-25 42.5 6.2 10.4 7.3 10.2 17.3 2.3 
33-30 50 4.6 10.7 5.7 12.1 11.4 3.2 
C. arabica 
18-15 33.3 5.2 8.2 4 13.1 30.7 1.3 
23-20 40 7 11.1 4.2 15.9 14.8 2.2 
28-25 28.1 7.5 9.1 7.2 11 31 1.5 
33-30 30.5 5.3 9.7 6.8 14.7 27 2.6 
Tableau. 2 : Variations de l’abondance relative des principaux acides gras en fonction des conditions de 
température chez les trois espèces étudiées. 
Sept acides gras sont présentés : l’acide palmitique (C16 :0), l’acide palmitoléique (C16 :1), l’acide stéarique (C18 :0), 
l’acide oléique (C18 :1), l’acide linoléique (C18 :2), l’acide linolénique (C18 :3) et l’acide arachidique (C20 :0). Les 
variations de l’abondance relative s’observent tant au niveau des espèces qu’au niveau des conditions de températures. 
Les colonnes rouges représentent les deux acides gras les plus abondants, l’acide palmitique (C16 :0) et l’acide 
linolénique (C18 :3). Les résultats sont exprimés en pourcentage. 
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Figure 4 : Variation des proportions en 16 :0 et 18 :3 chez les trois espèces de caféiers en fonction de la 
température. 
Pour chacune des conditions de température, les trois espèces sont comparées par une ANOVA suivie d’un test HSD de 
Tukey. Deux lettres différentes pour une même température de croissance signifient qu’il y a une différence 
significative au seuil de 0.05 entre deux espèces et ‘ns’ signifie qu’il n’y a pas de différences entre espèces pour la 
température considérée. 4A. Graphique représentant les variations en palmitique (C 16:0). 4B. Graphique représentant 
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Abondance relative des principaux acides gras chez les trois espèces de 
caféiers étudiées en fonction des régimes thermiques 
Les acides gras ont été convertis en esters méthyliques d’acides gras et analysés par 
chromatographie en phase gazeuse. Sept principaux acides gras ont été quantifiés. Chez les 
trois espèces de caféiers étudiées, l’acide palmitique (C16 :0) et l’acide linolénique (C18 :3) 
sont les deux acides gras les plus abondants. Les variations de l’abondance relative de ces 
acides gras s’observent tant au niveau des espèces qu’au niveau des conditions de 
températures. Suivant les conditions de température, on observe des proportions allant de 28.1 
à 50% pour C16 :0 et de 11.4 à 39.1% pour C18 :3 (Tableau. 2). Les cinq autres acides gras 
ne représentent que 25 à 39% de l’abondance totale (Tableau. 2). Pour ceux-ci, on remarque 
peu de variations que ce soit entre les trois espèces ou entre les conditions de température. 
En comparant les espèces parentales, on constate une différence d’abondance relative chez les 
deux acides gras les plus abondants en fonction des régimes thermiques. Pour les quatre 
régimes thermiques, on observe que les proportions en C16:0 sont plus élevées chez C. 
eugenioides (42.5-50.2%) que chez C. canephora (>30%) (Tableau. 2). A contrario, la 
proportion en C18:3 est plus importante chez C. canephora (27-39.1%) que chez C. 
eugenioides (11.4-29.8%) sur l’ensemble des régimes thermiques étudiés (Tableau. 2). On 
observe que, pour les deux espèces parentales, les proportions en acide linolénique 
augmentent lorsque les températures baissent (Figure. 4). En ce qui concerne l’acide 
palmitique, on observe une stabilité de l’abondance relative, donc peu de variabilité en 
fonction des conditions de température pour l’espèce C. canephora et une variabilité de celle-
ci en fonction des conditions de température pour l’espèce C. eugenioides (Figure. 4). 
Concernant C. arabica, on observe une forte variabilité des proportions en 16 :0 et 18 :3 en 
fonction des conditions de température. Comparé aux trois autres conditions de température 
pour lesquelles les proportions en 16 :0 et 18 :3 sont du même ordre de grandeur, on observe 
que la proportion en 16 :0 (40%) est plus importante que la proportion en 18 :3 (14.8%) à la 
condition de température 23-20°C (Tableau. 2). Aux températures les plus chaudes (28-25°C 
et 33-30°C), on constate que ces proportions en 16 :0 et 18 :3 sont du même ordre de grandeur 
que celles de C. canephora alors qu’aux températures les plus froides (18-15°C et 23-20°C), 
ces proportions relatives sont intermédiaires aux deux espèces parentales pour le C16 :0 et du 
même ordre de grandeur que celles de C. eugenioides pour le C18 :3 (Figure. 4). 
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Figure 5 : Corrélation entre les variations observées de profils chez les acides gras et celles observées chez 4 gènes 
impliqués dans la désaturation des lipides de feuilles chez le caféier. 
En rouge est représenté l’espèce allopolyploïde C. arabica, en bleu l’espèce parentale C. canephora et en vert l’espèce 
parentale C. eugenioides. 5A. B Graphiques représentant, respectivement, les pourcentages relatifs en 18 :2 et en 18 :3. 
5C. D Graphiques représentant l’expression génique des gènes codant pour l’enzyme oméga-6 désaturase. La figure 5C 
représente l’isoforme 1 et la figure 5D l’isoforme 2. 5E. F Graphiques représentant l’expression génique des gènes codant 
pour l’enzyme oméga-3 désaturase. La figure 5E représente l’isoforme 1 et la figure 5F l’isoforme 2. Les encadrés noirs 
en pointillés représentent les correspondances entre les pics observés en pourcentages relatifs d’acides gras et les niveaux 
d’expression génique des quatre gènes codant pour les enzymes de désaturase.
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Variation de l’expression de gènes codant pour les oméga-3 et omega-6 
désaturases en fonction des différents régimes thermiques. 
Nous avons choisi d’étudier quatre gènes codant pour des enzymes appartenant au 
groupe des désaturases. En ce qui concerne ces gènes, on n’est pas capable de déterminer avec 
exactitude leur correspondance avec les gènes de FADs décrits dans la littérature. Les 
séquences des unigènes de caféiers ne permettent pas de les attribuer aux gènes décrits chez 
Arabidopsis. Ne pouvant pas déterminer si ces gènes codant pour des enzymes de désaturase 
sont spécifiques d’un compartiment cellulaire (plaste ou reticulum endoplasmique), nous 
définirons ces quatre gènes comme des omega-3 et oméga-6 désaturases. L’étude porte donc 
sur deux isoformes de l’omega-3 désaturase (ω-3.1 et ω-3.2) et deux isoformes de l’oméga-6 
désaturase (ω-6.1 et ω-6.2). Sur les quatre gènes codant pour les oméga-3 et oméga-6 
désaturases, seul l’ω-6.2 s’exprime à des niveaux élevés, entre des valeurs de 6.5 à 71,5, pour 
les trois espèces étudiées et les quatre conditions de température. L’expression des trois autres 
gènes est plus faible avec des valeurs comprises entre 0.02 à 5.5. 
Pour trois des quatre gènes étudiés (ω-6.2 et ω-3.1/ω-3.2), on constate que les profils 
d’expression génique de C. eugenioides suivant les régimes thermiques sont très différents 
des profils d’expression génique des deux autres espèces, C. canephora et C. arabica. Chez 
cette espèce, les profils montrent peu de variations suivant les différents régimes thermiques. 
Ces faibles variations observées ne sont pas corrélées avec les fortes variations des 
pourcentages relatifs observées chez 18 :2 et 18 :3. Il faut tout de même noter que pour C. 
eugenioides, seulement trois des quatre conditions de température sont représentées. La 
condition 33-30°C n’a pas pu être représentée suite à la perte importante de plantules à cette 
température. Les échantillons prélevés était en très faible quantité et l’ARN s’est avéré de 
mauvaise qualité, ce qui n’a pas permis l’analyse en q-RT PCR. 
Les oméga-6 désaturases permettent la conversion du C18:1 (acide oléique) en C18:2 (acide 
linoléique). On remarque que les profils d’expression génique observés pour l’ω-6.1 sont bien 
corrélés aux profils des pourcentages relatifs en 18 :2 et cela pour les trois espèces étudiées 
(Figure. 5A. et 5C). Les pics importants de pourcentage relatif des trois espèces observés à la 
condition 23-20°C sont associés aux pics d’expression génique de l’ω-6.1 à la même 
condition (Figure. 5A. et 5C). Pour l’ω-6.2, on remarque que les profils d’expression génique 
observés ne sont pas corrélés aux profils des pourcentages relatifs en 18 :2 et cela pour les 
trois espèces étudiées (Figure. 5A. et 5D). 
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Notamment, les forts pics d’expression génique observés à la condition 18-15°C pour C. 
arabica et C. canephora, ne sont pas associés avec les pourcentages relatifs observés à la 
même condition (Figure. 5A. et 5D). 
Les désaturases oméga-3 permettent la conversion du C18:2 (acide linoléique) en C18:3 
(acide linolénique). A la condition 18-15°C, les pics d’expression génique observés pour l’ω-
3.1 chez C. arabica et C. canephora sont corrélés aux forts pourcentages relatifs observés à 
cette même condition (Figure. 5B. et 5E). Chez C. arabica, la forte expression génique 
observée pour l’ω-3.2 à la condition 28-25°C est corrélée au fort pourcentage relatif observé à 
cette même condition (Figure. 5B. et 5F). A cette condition (28-25°C), le comportement 
original de l’allopolyploïde est confirmé par le niveau d’expression génique bien supérieur 
aux espèces parentales et par la très forte augmentation du pourcentage relatif de 18 :3 
(Figure. 5B. et 5F). 
CHAPITRE III 
Plasticité des allopolyploïdes face à différents régimes thermiques : 
Comparaison entre Coffea arabica et ses deux espèces parentales (C. eugenioides et C. canephora) 
 
 
 
88
DISCUSSION 
Coffea arabica et Coffea canephora sont des espèces tropicales cultivées d’intérêt 
économique majeur. Ces caféiers sont cultivés dans tous les pays d’Amérique du sud, d’Asie 
et d’Afrique situés dans la zone intertropicale humide (Doré, 2006). Leur culture s’est étendue 
à des zones où les températures sont plus chaudes ou plus froides que celles rencontrées dans 
les régions d’origine des espèces sauvages. Les intervalles de températures des zones de 
culture de C. arabica et de C. canephora sont donc plus importants comparés aux 
températures des zones de diversification primaire reflétant ainsi une certaine capacité 
adaptative de ces deux espèces. Il faut tout de même noter que, chez les caféiers, des effets 
négatifs sur la croissance des plantes sont observés dans des zones où les températures 
moyennes mensuelles sont inférieures à 15-16°C (Barros et al., 1999) et la photosynthèse est 
affectée sous 18°C (Ramalho et al., 2003). Les processus biologiques à l’origine de cette 
capacité à s’adapter à des conditions considérées comme défavorables sont encore très peu 
décrits. Quelques études se sont intéressées aux stress thermiques chez les caféiers (Fortunato 
et al., 2009) mais ces données sont encore insuffisantes pour comprendre les réponses des 
caféiers aux fortes et faibles températures. D’un point de vue agronomique, il serait 
intéressant de mieux comprendre l’impact de ces stress thermiques sur la production de café. 
De plus l’étude de ces effets thermiques devient un enjeu dans le développement de stratégies 
contre les effets potentiel des changements climatiques globaux. 
Les phénomènes de polyploïdisation sont considérés comme les clefs de la diversification des 
espèces végétales (Soltis, 2009) et de leur succès évolutif à long terme (Van de Peer et al., 
2009). Avec l’idée que les espèces polyploïdes auraient une adaptabilité supérieure et une 
tolérance accrue à des conditions environnementales variables, on peut émettre l’hypothèse 
que la polyploïdie aurait contribué à la survie et à la diffusion des espèces de plantes pendant 
ou à la suite d’évènements d’extinction produits lors de grandes crises climatiques et/ou 
géologiques (Fawcett et al., 2009 ; Van de Peer et al., 2009). En ce qui concerne notre modèle 
d’étude C. arabica, il est l’unique espèce allopolyploïde issue de l’hybridation entre deux 
espèces diploïdes de caféiers proches génétiquement, C. canephora et C. eugenioides. 
L’espèce allopolyploïde provenient du Sud-ouest de l’Ethiopie ou aucune autre espèce de 
Coffea n’est présente et se développe à des altitudes et à des amplitudes thermiques 
différentes de celles de ses espèces parentales. Ce phénomène de colonisation d’une nouvelle 
niche écologique par C. arabica serait souvent observé chez les allopolyploïdes,
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comme par exemple chez les plantes invasives (Prentis et al., 2003), et témoignerait de la 
plasticité accrue observé chez ces espèces lors de stress abiotiques. Par exemple chez l’espèce 
invasive Spartina, une très grande plasticité phénotypique de l’allopolyploïde naturel 
(Spartina anglica) a été observée et se traduirait par une très large amplitude écologique et 
une tolérance aux conditions réductrices et riches en sulfites des sédiments (Ainouche et al., 
2004 et 2009 ; Maricle et al., 2006). 
Pour mettre en évidence la plasticité supérieure de l’allopolyploïde C. arabica sur ses deux 
espèces parentales (C. eugenioides et C. canephora), nous avons choisi d’étudier les 
variations en acides gras des feuilles et des gènes codant pour des enzymes de désaturation 
pour des régimes thermiques contrastés. Ce type d’étude est très fréquent chez les plantes 
tempérées avec une gamme plus large de température alors qu’elles sont rares chez les plantes 
tropicales. Nous avons choisi une gamme suffisamment importante pour l’étude d’une espèce 
tropicale. Nous constatons que même si cette gamme paraît peu importante, les teneurs en 
chlorophylle et les taux de croissance sont très affectés entraînant des pourcentages de 
mortalité très forts pour certaines espèces aux températures extrêmes. 
Croissance et teneur en chlorophylle chez les trois espèces de caféiers 
En comparant l’allopolyploïde avec ses deux espèces parentales, il a été montré que le 
taux de croissance relatif diminuait chez C. eugenioides à la condition la plus chaude (33-
30°C) et chez C. canephora à la condition la plus froide (18-15°C). A la condition la plus 
chaude, C. eugenioides a des difficultés d’adaptation pouvant conduire à la mort du plantule. 
A cette condition de température, on a constaté un taux de mortalité de 52% des plantules de 
C. eugenioides. A 18-15°C, C. canephora est particulièrement mal adapté se qui se traduit par 
une croissance très faible voire quasi nulle. A cette condition, on constate que C. canephora 
présente de forts symptômes de chlorose (Photo1).  
Chloroses 
Figure 6 : Coffea canephora à 18-15°C 
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Au cours des différents régimes thermiques imposés, C. arabica a montré un comportement 
beaucoup plus stable. Ce résultat est confirmé par les teneurs en chlorophylle. Pour la plupart 
des régimes thermique étudiés, la teneur en chlorophylle de C. arabica est supérieure à celles 
des deux espèces parentales. A la température la plus froide, la teneur en chlorophylle de C. 
arabica est également supérieure à celles des deux espèces parentales et notamment à celle de 
C. canephora, qui chute brutalement. Cette très faible teneur en chlorophylle expliquerait les 
chloroses observées chez les plantules témoignant d’une destruction de la chlorophylle. 
Comme le soulignent Na et al. 2007, les stress thermiques ont des effets sur la photosynthèse 
activant des processus de photo-inhibition. Selon ces auteurs, les complexes protéiques 
photosynthétiques des membranes de chloroplastes sont fortement affectés par une exposition 
à de fortes températures (Iba, 2002) et le fonctionnement régulier des chloroplastes est affecté 
aux basses températures (Routaboul et al. 2000; Iba, 2002). 
Corrélation entre l’activité des enzymes désaturases et l’abondance relative des acides gras 
chez les trois espèces de caféiers suivant des régimes thermiques contrastés 
Au cours de cette discussion, nous comparerons nos données observées à la 
bibliographie existante. Il faut toutefois noter que la grande partie des études sur les stress 
thermiques ont été effectuées sur des plantes tempérées. Comparées aux espèces tropicales, 
ces espèces supportent des extrêmes de température très importants (de 0 à 40°C). Les études 
associées à ces espèces utilisent souvent de très forts stress thermiques tel que le gel. La 
notion de stress thermique est donc différente entre les espèces tempérées et tropicales. Chez 
les espèces tropicales, un stress thermique peut être induit par un très faible écart de 
température par rapport sa température optimale de croissance. 
Chez nos trois espèces caféiers, on observe la présence de mécanismes de désaturation. Aux 
températures les plus basses, la désaturation induite par l’augmentation des proportions en 
acide linolénique aux basses températures à également été observé chez des plantes 
tempérées. Iba et al. (2002) soulignent le fait que l’augmentation en acides gras triénoïques, 
tels que l’acide hexadecatriénoïque (16:3) et l’acide linolénique (18:3), dans les membranes 
des chloroplastes induisaient une tolérance à des faibles températures au cours des premières 
étapes de leur développement. Ces mécanismes de désaturation, pouvant témoigner d’une 
plasticité phénotypique et qui sont bien connus chez les plantes tempérées, existent aussi chez 
les plantes tropicales. 
Au cours de l’étude des gènes codant pour des désaturases, on a mis en évidence une 
régulation transcriptionnelle en fonction des conditions de température. Pour une température 
donnée, les pics liés à l’activité transcriptionnelle sont corrélés aux pics liés à une 
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accumulation de métabolites. Cette relation entre l’activité transcriptionnelle et l’accumulation de 
métabolites a également été observé chez la graine de caféier C. arabica (Joët et al., 2009) et 
pour trois grandes voies de biosynthèses (lipides, sucres et acides chlorogéniques). En ce qui 
concerne les gènes codant pour l’enzyme omega-6 désaturase, on peut dire que malgré les pics 
observés de l’ω-6.2 chez C. canephora et C. arabica à la condition de température la plus froide, 
son activité n’est pas suffisante pour assurer un développement normal de C. canephora. Malgré 
cette forte activité de l’ω-6.2, C. canephora n’arrive pas à s’acclimater à la température la plus 
froide. A la condition 23-20°C, on observe que l’activité de l’ω-6.1 joue un rôle majeur dans 
l’accumulation du 18 :2 permettant aux espèces de s’adapter à l’environnement. Il a été montré 
chez Gossypium, qu’une augmentation du niveau de C18:2 est associé à des hauts niveaux de 
transcription du gène codant pour la FAD2 (Oméga-6 désaturase) à basses températures 
(Kartigidiou et al., 2008). 
En ce qui concerne les gènes codant pour l’enzyme omega-3 désaturase, on observe que les pics 
de l’ω-3.1 chez les espèces C. canephora et C. arabica à la condition 18-15°C aurait un rôle dans 
l’accumulation du 18 :3 à cette même température. Il en va de même pour le pic de l’ω-3.2 
observé chez C. arabica à 28-25°C qui induirait le pic de 18 :3 observé à la même température.  
De façon globale, nous avons montré que des relations entre les quantités de métabolites (acides 
gras) et les quantités de transcrits (gènes codant pour les enzymes Oméga3- et Oméga6- 
désaturase) sont bien observées. Pour C. arabica, nous confirmons son aptitude à s’adapter à 
différents régimes thermiques. La forte expression génique de l’ω-3.2 spécifique à C. arabica 
corrèle fortement avec l’augmentation des quantités en 18 :3. Finalement, en ce qui concerne C. 
canephora, on observe que la sensibilité de l’espèce aux conditions de température les plus 
froides ne semble pas être reliée à un fort taux d’acide linolénique ou à une activité 
transcriptionnelle particulière. Cette sensibilité devrait peut être pouvoir s’observer à partir d’une 
étude portant sur d’autres isoformes ou d’autres enzymes de la voie de biosynthèse des acides 
gras. 
Pour l’espèce C. eugenioides on a observé très peu de variations entre les conditions de 
température pour trois des quatre gènes étudiés. On peut émettre l’hypothèse que l’isoforme 
permettant d’observer son activité n’a pas été étudiée ou que chez cette espèce la régulation 
génique est pourrrait être post-transcriptionelle. 
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CHAPITRE III 
Plasticité des allopolyploïdes face à différents régimes thermiques : 
Comparaison entre Coffea arabica et ses deux espèces parentales (C. eugenioides et C. canephora) 
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CONCLUSION 
Cette étude, portant sur des analyses de la biomasse, de la teneur en chlorophylle ainsi que 
sur les variations en acides gras et l’expression génique codant pour les FADs, montre que 
l’espèce l’allopolyploïde C. arabica montre une plasticité supérieure à celle de ses deux espèces 
parentales. Quelles que soient les analyses effectuées, l’allopolyploïde apparaît souvent du même 
niveau que l’espèce parentale adaptée à la condition donnée ou supérieur à ses deux espèces 
parentales. En ce qui concerne la croissance on a observé une meilleure homéostasie de l’espèce 
allopolyploïde alors que la teneur en chlorophylle a montré que l’espèce allopolyploïde disposait 
d’une meilleure plasticité phénotypique que ses espèces parentales car il est capable d’adapter 
son comportement en fonction des conditions froides ou chaudes. La plasticité accrue de 
l’allopolyploïde est confirmée par les résultats de variations en acides gras et l’expression de 
gènes codant pour des enzymes désaturases. Les relations observées entre les quantités de 
métabolites et les quantités de transcrits montrent le comportement parfois original que peut 
adopter l’espèce allopolyploïde face à un stress thermique imposé. Ces analyses nous ont 
également permis de conclure que C. canephora montre des difficultés à s’adapter à des 
températures froides malgré le fonctionnement important de certaines enzymes de désaturation. 
Nos résultats montrent une relation entre l’activité transcriptionnelle et l’accumulation de 
métabolites mais que cette relation ne saurait à elle seule expliquer les variations enzymatique et 
génique observées ou le manque de variation sous stress abiotique. On peut émettre les 
hypothèses suivantes : que d’autres isoformes ou d’autres enzymes de la voie de biosynthèse des 
acides gras entrent en jeu ou qu’il y aurait une activité post-transcriptionelle. Il faut aussi garder à 
l’esprit que la voie de biosynthèse des acides gras est un bon indicateur de la plasticité 
phénotypique et adaptative d’une espèce mais que d’autres facteurs tels que les variations 
observées chez les hormones ou chez d’autres voies de biosynthèse influent fortement sur 
l’adaptation des plantes au stress thermiques. 
  
  
CHAPITRE IV 
COMPARAISON DU TRANSCRIPTOME DE COFFEA ARABICA 
AVEC LES TRANSCRIPTOMES DE TROIS GROUPES GENETIQUES 
DE COFFEA CANEPHORA : 
PREMIERE UTILISATION DE LA TECHNIQUE RNASEQ CHEZ LE 
CAFEIER 
  
Unigenes 
Figure. 1: Protocole expérimental généralisé de la technique RNAseq 
Les ARN sont dans un premier temps fragmentés pour construire la banque 
d’ADNc. Des adaptateurs (en bleu) sont alors attachés à chaque fragment d’ADNc, 
à partir desquels le séquençage sera initié. Après le séquençage, les ‘reads’ sont 
alignés à un génomeou transcriptome de référence et classés pour obtenir un profil 
d’expression avec une résolution à la base près. 
Wang et al., 2009 
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INTRODUCTION 
Ces dernières années, le développement de Puces à ADN a permis d’analyser, de façon 
comparative, les transcriptomes. Elles permettent une mesure simultanée des niveaux 
d’expression de milliers de gènes répartis sur l’ensemble du génome. Le principe général des 
Puces à ADN est l’hybridation d’échantillons d’ADNc marqués par radioactivité ou fluorescence. 
Cette technique a été utilisée a de nombreuses reprises pour observer les variations d’expression 
génique chez les allopolyploïdie. La majorité de ces études traite des variations d’expression 
observées au niveau transcriptomique chez l’espèce allopolyploïde en comparaison à ses espèces 
parentales (Wang et al., 2006 ; Ainouche et al., 2009 ; Rapp et al., 2009). Récemment, une 
nouvelle génération de techniques de séquençage à haut-débit (RNAseq), permettant d’aligner et 
de quantifier les transcriptomes, est apparue. 
Le principe de base de la technique RNAseq, consiste en la conversion d’une population d’ARN 
en une librairie de fragments d’ADNc associés à des adaptateurs se trouvant à l’une ou aux deux 
extrémités (Figure 1). Chaque molécule, avec ou sans amplification, est séquencée afin d’obtenir 
des petites séquences ou ‘reads’ (variation due à la technologie utilisée). Les ‘reads’ sont alignés 
contre un génome ou transcriptome de référence et classés pour obtenir un profil d’expression 
(Figure 1 ; Wang et al., 2009). Comparé à la technique de Puces à ADN souvent utilisée, la 
technique RNAseq n’est pas limitée dans la détection des transcrits correspondant à des 
séquences génomiques existantes (Wang et al., 2009). Cette détection ouvre des possibilités 
d’études sur les organismes non modèles pour lesquels les séquences génomiques sont à 
déterminer. La technique RNAseq a un niveau de bruit de fond très faible comparé aux Puces à 
ADN car les séquences ADN sont alignées à une unique région du génome (Wang et al., 2009). 
La technique RNAseq permet également d’observer les niveaux d’expression de gènes très 
fortement ou très faiblement exprimés. Par conséquent, elle permet la détection de transcrits de 
gènes que les techniques qRT-PCR ou Puces à ADN ne détecteraient pas. Des travaux 
préliminaires ont montré que les résultats de séquençage sont hautement reproductibles (Marioni 
et al., 2008). Les niveaux d’expression génétique déterminés par cette méthode se corrèlent aux 
résultats obtenus par qRT-PCR. Cette technique permettrait des analyses dans différents tissus ou 
différentes conditions environnementales. 
  
Figure 2 : Principaux groupes génétiques de C. canephora sur la base de marqueurs neutres. 
Le cadre rouge représente le groupe génétique des Guinéens, le cadre vert représente le groupe 
génétique des Congolais (SG1, B, SG2 et C) et le cadre bleu représente le groupe Ougandais (Ug). 
La variété ‘Nemaya’, utilisée dans les études précédentes (Chapitre I, II et III), fait partie du groupe 
Congolais SG2. Dans ce chapitre, les individus utilisés proviennent du groupe génétique des 
Guinéens (clones GUI58 et GUI55), du groupe génétique des Congolais SG2 (CONG54 et 
CONG65) et du groupe génétique des Ougandais Ug (OUGB et OUGJ). 
Carte de C. Montagnon, 2011 en cours d’édition pour les Cahiers de l’Agriculture.
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Dans le chapitre II partie I, nous avons montré que les divergences transcriptomiques entre 
l’allopolyploïde et son espèce parentale C. canephora est variable en fonction des conditions de 
température. Pour représenter le parent C. canephora sur la PuceCafé, la variété ‘Nemaya’ 
appartenant au groupe génétique des congolais a été utilisée. Cependant, la grande diversité 
naturelle de C. canephora n’a pas été prise en compte et notamment pour les individus de C. 
canephora adaptés à des zones de haute altitude et des températures plutôt fraîches pour l’espèce 
(Figure 2). Le groupe génétique des Ougandais est bien adapté aux conditions de moyenne 
altitude et donc à des températures moyennes plus basses que celles des Guinéens et des 
Congolais. Au cours de ce chapitre, nous comparons le transcriptome de l’allopolyploïde C. 
arabica aux trancriptomes de trois groupes génétiques de C. canephora (Congolais, Ougandais et 
Guinéen) représentant une grande partie de la diversité naturelle de l’espèce. Comme pour le 
dispositif PuceCafé, différents régimes thermiques (30-26°C et 23-19°C) ont été utilisés. 
Au cours de ce chapitre, nous tenterons : 1) d’une part, d’estimer la puissance de la 
technique RNAseq; 2) d’autre part, d’estimer la diversité des transcriptomes des C. canephora et 
de situer l’allopolyploïde C. arabica par rapport à cette diversité en terme de distance 
transcriptomique et de divergence transcriptomique. 
  
Espèces 
Variété/Clones 
(Groupes génétiques) 
Conditions de 
température 
Nombre 
d’individus Codes utilisés lors de l’étude 
C. arabica Caturra 
23-19°C 2 ARA1F et ARA2F 
30-26°C 2 ARA3C et ARA4C 
B/2/1 et J/1/1 
(Ougandais) 
23-19°C 2 OUGBF et OUGJF 
30-26°C 2 OUGBC et OUGJC 
23-19°C 2 CONG54F et CONG65F BD54 et BD65 
C. canephora 
(Congolais) 30-26°C 2 CONG54C et CONG65C 
23-19°C 2 GUI55F et GUI58F BA55 et BA58 
(Guinéen) 30-26°C 2 GUI55C et GUI58C 
Tableau 1 : Matériels biologiques et plan expérimental. 
Les seize individus sont représentés et classés suivant l’espèce, la variété et/ou le groupe 
génétique et la condition de température de croissance. Au cours de ce chapitre, des codes 
associés à chaque individu seront utilisés. 
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MATERIELS ET METHODES 
Matériels biologiques 
La variété de Coffea arabica utilisée est la variété Caturra issue, par mutation, de la 
variété C. arabica cv bourbon. Coffea canephora est représenté par des variétés sauvages issues 
de groupes génétiques différents, les Congolais, les Guinéens et les Ougandais. Les Congolais 
sont représentés par les clones BD54 et BD65, les Guinéens par les clones BA55 et BA58 et les 
Ougandais par les clones B/2/1 et J/1/1 (Tableau 1). La variété Caturra est représentée par quatre 
plantes et les clones de chaque groupe génétique de C. canephora par deux plantes. 
Après 12 semaines de culture en serre (27°C), les seize plantes matures sont transférées dans des 
phytotrons (CRYONEXT, France, model RTH 1200L), où les conditions environnementales sont 
contrôlées. La photopériode, l’humidité et la luminosité sont respectivement fixées à 12:12 LD 
(Long Day), 80-90% et 600 μ mole photons m-2 s-1. Pour cette étude, deux conditions de 
température ont été utilisées pour lesquelles des températures diurnes et nocturnes ont été 
définies : 30-26°C et 23-19°C. La variété Caturra est représentée par quatre plantes avec deux 
plantes par condition de température. Chacun des clones des trois groupes génétiques de C. 
canephora est représenté par deux plants avec une plante par condition de température. 
Après 8 semaines de culture en phytotron, quatre jeunes feuilles ont été échantillonnées à la mi-
journée (6-8 h après la nuit) pour chacune des plantes. Ces feuilles ont été directement congelées 
dans l’azote liquide puis stockées à -80°C jusqu’à l’extraction de l’ARN en vue d’analyses par 
RNAseq. 
Extraction des ARN totaux 
Les ARN totaux ont été extraits à l’aide du protocole de Corre et al. (1996). Pour chacun 
des échantillons, environ 1g de feuilles a été broyé dans de l’azote liquide et homogénéisé dans 
20ml d’une solution tampon contenant 5 M d’isothiocyanate de guanidium, 31 mM d’acetate de 
sodium (pH 8), 1% de β-mercaptoéthanol, 0.88% (w/v) de N-lauroyl sarcosine and 1% (w/v) de 
polyvinylpyrrolidone 40. Après centrifugation (15000g, 4°C, 20min), le surnagent est déposé sur 
un coussin de chlorure de césium (5.7 M) contenant 25mM d’acétate de sodium (pH 6) et 
centrifugé de nouveau (180000g, 20°C, 20h). Après élimination du surnageant, les culots d’ARN 
totaux sont lavés deux fois avec 70% (v/v) d’éthanol puis séchés pendant 1h. Les échantillons 
sont ensuite suspendus dans 100µl d’eau RNAse free. Le dosage des ARN totaux a été effectué 
  
Unigenes SGN
16046
Contigs Genoscope
52683
Brésil (contigs + singlets CC)
18007
86736 seq All_seq_canephora.fa
85530 seq All_seq_canephora.2.fa
Elimination des séquences ayant un hit 
contre Bacteria
Assemblage Cap3
56921 seq ref_RNAseq_canephora.fa
1424 duplicats => 684 contigs + 35 singlets 
=> 719 séquences
CC.fasta
new_contigs.fa
Présence de doublons
56216 seq reajusted_assembly.fa
Figure 3 : Assemblage et nettoyage des données de la référence C. canephora 
Trois jeux de données sont assemblés (16046+52683+18007). Les séquences matchant avec des 
séquences de Bacteria sont éliminées. Un assemblage des séquences est effectué. Après cet 
assemblage, on a constaté que des doublons étaient encore présents. Un deuxième nettoyage est 
effectué et 1424 doublons sont éliminés. La référence C. canephora est donc constituée de 
56216 unigènes. 
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en mesurant la densité optique d’1µl de solution à 260nm à l’aide d’un spectrophotomètre adapté 
aux petits volumes (Nanodrop, ND, Labtech, France). 
Séquençage 
Le séquençage RNAseq a été effectué par la plateforme MGX (Montpellier Genomix, 
Institut de Génomique Fonctionnelle, Montpellier ; www.mgx.cnrs.fr/). 
Différentes ressources d’EST de C. canephora ont été utilisées pour construire le transcriptome 
de référence: le « SGN coffee unigene build III » (16046 clusters ; SOL, ref à indiquer), les 
clusters générés par la «  Brazilian Coffee Initiative » (16801 clusters ; Vidal et al., 2011) et des 
EST assemblés par le « French C. canephora sequencing consortium » (52683 clusters). Alors 
que les deux premiers sont basés sur des séquences Sanger, la dernière provient de ‘reads’ Solexa 
(76 nt par ‘reads’). L’assemblage des trois ressources est faite à partir du logiciel ‘CAP3 
software’ (http://seq.cs.iastate.edu/; Huang et Madan, 1999) avec un seuil minimal d’identité de 
90% sur un minimum de 40 bases chevauchantes. Un total de 56216 (Figure 3) clusters est 
obtenu incluant 14222 contigs et 2584, 2294 et 37116 singlets respectivement de SGN, BCI et 
FCSC. 
Préparation de la banque ARNm et hybridation 
La banque d’ARNm est faite à l'aide d'un kit ‘RNA Seq sample prep.’ (Illumina ; 
http://www.illumina.com). Les ARN sont fragmentés et des adaptateurs sont fixés à l’extrémité 
de chaque fragment d’ADNc. La validation de la banque est réalisée grâce à une quantification 
(concentration et taille des fragments) de l'ADN sur Puce Agilent DNA1000. Chacune des 
banques est dénaturée puis diluée à 5,4 pM avant d'être injectée (90 µl par banque) et hybridée à 
la Flow-cell. L’hybridation à la flow-cell est effectuée à l’aide du kit ‘cluster génération kit’ 
(Illumina ; http://www.illumina.com). La flow-cell est une lame de verre sur laquelle sont coatées 
de façon covalente des séquences d'ADN complémentaires à celles des adaptateurs ajoutées aux 
fragments d'ADN lors de la création de la banque. Chaque Flow-cell possède 8 pistes traitant 8 
banques en même temps de façon indépendante. Une des pistes est réservée au contrôle PhiX. 
Séquençage 
Le séquençage est réalisé sur un HiSeq 2000 (Illumina) grâce à la technique SBS 
(Sequence By Synthesis). Cette technique permet l’incorporation et la détection séquentielle de 
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nucléotides est marqué avec un fluorochrome et un agent bloquant (empêche l'incorporation de 
plusieurs nucléotides au cours d'un même cycle de SBS). Le contrôle qualité du run s’effectue, à 
la fin du premier cycle, une fois que la première base est incorporée. Ce contrôle permet d'estimer 
la densité en cluster de chacune des pistes de la Flow-cell, l'intensité du signal généré et la qualité 
du focus de l'appareil. 
Analyses statistiques 
Le séquençage de ces fragments a généré des dizaines de millions de ‘reads’ de 72 bp. 
Ces ‘reads’ ont été alignés sur une référence contenant 56921 unigènes de C. canephora. Au 
cours de cette expérience, seize échantillons ont été séquencés en 72 cycles. Pour une piste (piste 
1, run 160, échantillon ARA1C), on obtient moins de séquences exploitables que les autres pistes. 
Ce résultat s’expliquerait par une trop forte densité en clusters bruts (chevauchements de 
clusters). Des fichiers indiquant le nombre de tags par contig ont été générés. Nous travaillerons 
uniquement sur les gènes s’exprimant au moins une fois, soit 55964 unigènes de C. canephora. 
Dans notre dispositif, des deux répétitions biologiques par condition de température ont été 
utilisées. Dans la littérature, peu de dispositifs publiés utilisent des répétitions. Pour l’analyse 
statistique des résultats, nous avons comparé les logiciels édités récemment et disponibles sous R. 
Seul le logiciel DESeq, créé par Anders et Huber en 2010 et fonctionnant sous langage R 
(Bioconductor), prend en compte des répétitions dans les dispositifs expérimentaux. Ce logiciel a 
été sélectionné pour les analyses effectuées au cours de ce chapitre. 
  
 
  
 
Figure 4. : Nombre de ‘reads’ et sa médiane sur les 55964 unigènes étudiés par 
RNAseq. Seize librairies sont obtenues correspondants chacune aux huit individus étudiés 
dans les deux conditions de température, 23-19°C et 30-26°C. A. B. Nombre de ‘reads’ par 
librairie aux conditions de température 30-26°C et 19-23°C. C. D. Médiane du nombre de 
‘reads’ aux conditions de température 30-26°C et 19-23°C. On observe que les variations 
entre librairies sont importantes au sein des tailles de librairie et également au sein des 
médianes du nombre de ‘reads’ calculées par gène. 
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RESULTATS 
Estimation de la puissance et de la répétabilité de la technologie RNAseq 
Après séquençage, seize librairies sont obtenues correspondants chacune aux huit 
individus étudiés dans les deux conditions de température, 23-19°C et 30-26°C. La taille des 
seize librairies et la médiane du nombre de ‘reads’ sont calculées par gène pour chacune des 
librairies (Figure 4). On observe que les variations entre librairies sont importantes pour les 
tailles de librairie et pour les médianes du nombre de ‘reads’ calculées par gène. Par librairies, on 
obtient entre 32 à 53 millions ‘reads’ (variation de 65%) et des médianes comprises entre 42 et 70 
(Figure 4). On constate que ces variations entre librairies sont essentiellement dues aux variations 
de la librairie d’un individu de C. arabica à la condition 30-26°C (ARA1C). Comparé aux autres 
librairies pour lesquelles on obtient au minimum 37 millions de ‘reads’ avec des médianes à plus 
de 50, l’individu ARAC1 présente moins de 33 millions de ‘reads’ et une médiane à 42 (Figure 
4). 
L’intérêt de cette technique est basée sur la linéarité entre le comptage du nombre de ‘reads’ par 
gène et l’abondance des transcrits obtenus. Pour comparer entre elles deux librairies, il est 
préférable que le nombre total de ‘reads’ par librairie soit du même ordre de grandeur. Or dans 
notre étude on observe qu’entre deux librairies les ordres de grandeur sont différents. Pour pallier 
à cela, on rapporte le nombre de ‘reads’ observés par unigène et par condition au nombre total de 
‘reads’ de la librairie. Si l’on considère que chaque librairie est indépendante des autres, cela 
revient par exemple à comparer la fraction du nombre de ‘reads’ pour le gène 1 de la librairie 1 
qui est égale à 100/33000000, à celle du même gène pour la librairie 6 qui est égale à 
120/53000000. Avec ce type de comparaison, on peut observer la présence de biais dans 
l’analyse. La distribution théorique de Poisson a été fréquemment utilisée pour estimer les 
probabilités mais présente des inconvénients. Anders et Huber (2010) montrent que les tests 
basés sur la loi de Poisson peuvent sévèrement sous-estimer les effets de la variabilité biologique 
en particulier pour les gènes hautement exprimés. Ils proposent d’utiliser des distributions basées 
sur la loi binomiale négative avec la variance estimée par des méthodes de régression locale. 
Après une réflexion sur les logiciels disponibles permettant ce type d’analyses, nous avons 
sélectionné le logiciel DESeq développé par Anders et Huber en 2010 et nous l’utilisons donc 
pour la suite des analyses. 
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Figure 5. : Courbes représentant l’ajustement de la variance et la moyenne pour 
l’ensemble des 55964 unigènes étudiés. 
Le premier graphique (à gauche) représente les données de C. canephora (CONGF) à la 
condition de température 30-26°C. Le second graphique (à droite) représente les données de 
C. arabica (ARAC) à la condition de température 30-26°C.
Paramètres de la distribution avant et après 
ajustement  
                    Distribution 
Avant ajustement des données 
 N Actifs Moyenne Médiane Cv% 
ARA1C 55964 562.11 41 542%
Histogramme : ARA1c
Courbe Normale Théorique
-40000
-20000
0
20000
40000
60000
80000
1E5
1.2E5
1.4E5
1.6E5
1.8E5
2E5
2.2E5
2.4E5
2.6E5
X <= Borne de catégorie
0
10000
20000
30000
40000
50000
60000
70000
80000
90000
1E5
N
om
br
e 
d'
ob
se
rv
at
io
ns
 
donnés Après ajustement des Histogramme : ARA1C
Courbe Normale Théorique
0
2000
4000
6000
8000
10000
12000
N
om
br
e 
d'
ob
se
rv
at
io
ns
 N Actifs Moyenne Médiane Cv% 
ARA1C 55964 6.59 6.15 63.33% 
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Tableau 2. : Ajustement des données par le logiciel DESeq. 
Sur la première ligne, les statistiques de base avant correction et la distribution des données 
(histogramme). Sur la deuxième ligne, les statistiques de base après correction et la 
distribution des données suivant une loi normale. 
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Le logiciel DESeq prend en compte les répétitions pour estimer la variance. Le principe de cette 
méthode repose sur l’hypothèse que la moyenne est un bon prédicteur de la variance, c’est-à-dire 
que des gènes ayant un niveau d’expression similaire présenteront également une variance 
similaire. On calcule donc pour chaque gène la moyenne et la variance entre répétitions 
biologiques et on ajuste une régression sur ces données. Nous avons vérifié l’ajustement par la 
relation entre la variance et la moyenne (Figure. 5). Sur la figure 5, nous comparons le meilleur 
ajustement obtenu (librairie de l’espèce C. canephora congolaise à froid‘CONGF’) avec 
l’ajustement le moins bon (librairie de l’espèce C. arabica à froid ‘ARA1C’). Du aux faibles 
répétitions, la variance gène par gène dévie, parfois de beaucoup, de la valeur ajustée. Nous 
observons que l’ajustement suit l’estimation faite gène par gène, même quand cette dernière est 
très étendue. On peut vérifier également les qualités d’ajustement à partir d’un test de Chi² et de 
sa probabilité associée, calculé sur l’écart entre la valeur ajustée et la variance gène par gène 
(données non montrées). Nous avons vérifié sur ces données que la probabilité associée aux tests 
de Chi² n’était pas significativement supérieure à P<0.05 dans 98% des cas. 
Le logiciel mis au point par Anders et Huber (2010) permet également de stabiliser les variances 
afin qu’elle soit indépendante de la moyenne. Lorsqu’on applique cette transformation aux 
données brutes, on obtient des valeurs avec des variances du même ordre de grandeur quelle que 
soit leur grandeur. Pour observer la puissance de la mesure de cette stabilisation, on a pris 
l’exemple de Coffea arabica à la condition 23-19°C (ARA1C) dont l’ajustement apparaît de 
moins bonne qualité dans la figure 5 (Tableau 2). Avant l’ajustement des données, on constate 
que la distribution ne suit pas une loi normale, que la moyenne et la médiane sont très différentes 
et que le coefficient de variation est très élevé (>500%), (Tableau 2). Après ajustement des 
données, la distribution suit une loi normale avec une moyenne et une médiane identiques et un 
coefficient de variation de 63% (Tableau 2). La correction des données brutes est donc très 
satisfaisante et la méthode s’avère adaptée à ce type d’analyse. Cette transformation est utilisée 
lorsqu’il s’agit de déterminer les distances entre transcriptomes. 
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Figure 6. : Clusters issus d’une classification ascendante hiérarchique basée sur les distances 
entre les transcriptomes (méthode RNAseq). 
Les distances sont établies sur les variations de ‘reads’ des 55954 unigènes. A. Relations entre les 
clones et groupes génétiques à la température 23-19°C. B. Relations entre les clones et groupes 
génétiques à la température 30-26°C. 
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Variabilité des profils de transcriptome des trois groupes génétiques de C. 
canephora comparés à l’espèce allopolyploïde C. arabica 
Distances entre les transcriptomes des caféiers étudiés 
Pour estimer la diversité entre les groupes génétiques de C. canephora et leur relation 
avec C. arabica, nous calculons les distances qui existent entre les transcriptomes sur la base des 
données ajustées. La méthode utilisée est celle de Ward (Chapitre II, partie II) pour laquelle une 
métrique euclidienne permet de calculer des clusters suivant une classification ascendante 
hiérarchique (CAH). Les distances sont calculées sur l’ensemble des unigènes (différentiellement 
exprimés ou non). Les groupes génétiques des Guinéens et des Congolais apparaissent proches, 
quelle que soit la condition de température, formant un sous groupe homogène (Figure 6). A 
contrario, la distance transcriptomique du groupe génétique des Ougandais est plus importante 
quelle que soit la condition de température (Figure 6). A la température 23-19°C, le groupe 
génétique des Ougandais est plus proche des deux autres groupes génétiques de C. canephora 
que C. arabica (Figure 6). A cette condition de température, on a bien les groupes génétiques de 
C. canephora face à l’allopolyploïde C. arabica. A la condition de température 30-26°C, le 
groupe génétique des Ougandais est distant du groupes génétiques de C. canephora et de C. 
arabica (Figure 6). A cette condition, l’allopolyploïde est proche des deux groupes génétiques, 
Guinéen et Congolais, traduisant un comportement de C. arabica proche de certains écotypes de 
C. canephora. Les distances entre le groupe génétique de l’Ougandais et les deux groupes 
génétiques de C. canephora varient selon la condition de température. Les distances entre le 
groupe génétique de C. arabica et les trois groupes génétiques de C. canephora varient selon la 
condition de température. 
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Figure 7. : Divergence du transcriptome entre Coffea arabica cv Caturra et trois 
groupes génétiques de l’espèce parentale diploïde Coffea canephora. Le texte en 
caractère gras indique le nombre total et la proportion d’unigènes qui sont définis comme 
significativement différentiellement exprimés entre C. arabica et les groupes génétiques du 
C. canephora. Le texte normal indique le nombre total d’unigènes et la proportion sur-
exprimée. Par exemple à 23-19°C, 14.9% des unigènes sont indiqués comme 
différentiellement exprimés entre le groupe Congolais et l’allopolyploïde C. arabica. De 
ces, 8333 unigenes, 5.6% sont sur-exprimés chez l’allopolyploïde, et 9.4% chez le C. 
canephora. A. A la température la plus froide 23-19°C, environ 15% des unigènes sont 
différentiellement exprimés entre l’Arabica et les trois groupes. B. A la température la plus 
chaude 30-26°C, la situation est plus contrastée. Les pourcentages de divergence sont plus 
faibles entre C. arabica et les groupes Congolais et Guinéens (6 et 8.5%). En revanche, la 
divergence entre l’allopolyploïde et le groupe Ougandais est maintenue (17%). 
CHAPITRE IV 
Comparaison du traasncriptome de Coffea arabica  
avec le transcriptome de trois groupes génétiques de Coffea canephora) 
 
 101
Divergences transcriptomiques entre l’allopolyploïde C. arabica et son espèce parentale C. 
canephora 
Nous avons calculé les divergences transcriptomiques entre C. arabica et les trois 
principaux groupes génétiques (Guinéen, Congolais et Ougandais) représentant la diversité de C. 
canephora. Les calculs ont été faits sur la base des 55965 unigènes appartenant au transcriptome 
de référence. Dans les deux conditions de température, on note que les unigènes de C. arabica 
sont sous-exprimés dans toutes les comparaisons effectuées avec les groupes génétiques de C. 
canephora (Figure 7). La divergence entre C. arabica et les groupes génétiques Congolais et 
Guinéens est plus importante à la condition de température 26-22°C. A la condition de 
température 29-13°C, on observe, respectivement, 14,9% et 15,3% de gènes divergents entre C. 
arabica et les groupes Congolais et Guinéen (Figure 7). A la condition de température 30-26°C, 
on observe, respectivement, 6,0% et 8,5% de gènes divergents entre C. arabica et les groupes 
Congolais et Guinéen (Figure 7). A contrario, on constate peu de différence entre les deux 
conditions de température pour les gènes divergents entre C. arabica et le groupe génétique des 
Ougandais.
  
C. CANEPHORA C. CANEPHORA C. CANEPHORA C. ARABICA Ougandais Congolais Guinéen 
Nombre d’unigènes sur-
exprimés à 30-26°C 1560 2684 168 388 
Nombre d’unigènes sous-
exprimés à 30-26°C 1638 3813 44 337 
Total des unigènes 
différentiellement 
exprimés 
3198 6497 212 773 
Total exprimé en 
pourcentage 5.7% 11.6% 0.4% 1.3% 
(sur les 55965 unigènes) 
Tableau 3. : Nombre de gènes sur et sous exprimés dans les comparaisons intra 
groupes et inter-températures. Exemple pour le groupe Ouganda: les transcriptomes 
des deux clones OUGB et OUGJ à 23-19°C (OUGF) sont comparés aux 
transcriptomes des clones OUGB et OUGJ à 30-26°C (OUGC). Sur la base de 
padj<0.05, on détermine le nombre de gènes différentiellement exprimés et le nombre 
d’unigènes dans les deux sous-catégories sur et sous exprimées. 
 
C. arabicaC. canephoraGuinéen
C. canephora
Congolais
C. canephora
Ougandais
A
Figure 8. : Diagrammes de Venn 
des gènes sur-exprimés. A. en 
conditions de ‘stress de chaleur’ (30-
26°C) par rapport à leur niveau 
d’expression à 23-19°C. On constate 
que 22 gènes sont communs aux trois 
espèces en réponse au stress de 
chaleur. B. en conditions de ‘stress de 
froid’ (23-19°C) par rapport à leur 
niveau d’expression à 30-26°C. On 
constate que seulement 6 gènes sont 
communs aux trois espèces. 
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Le nombre de gènes significativement sur-exprimés ou sous-exprimés à la condition de 
température 30-26°C (comparée à la condition de température 23-19°C) diffèrent suivant les 
groupes génétiques (Tableau 3). Pour le groupe des Ougandais, on estime qu’au moins 11% des 
gènes, soit 6497 unigènes, sont modifiés entre les deux conditions de température. Pour les 
groupes des Congolais et Guinéens, la divergence est très faible, seulement 0.37% à 1.38% 
(respectivement 212 et 773 unigènes pour les groupes génétiques des Congolais et Guinéens) des 
gènes varient de façon significative en fonction des conditions de température. Pour 
l’allopolyploïde C. arabica, on trouve plus de 5.6% des gènes qui varient entre les deux 
conditions de température. 
Nous nous sommes intéressés aux gènes communs entre les quatre accessions et les gènes 
spécifiques à chacune des accessions. Pour les deux conditions, le nombre de gènes communs 
aux quatre accessions est très faible. Les gènes partagées entre le groupe génétique Ougandais et 
C. arabica sont de 14.10% à la condition 30-26°C et de 15.86% à la condition de température 23-
19°C (Figure 8). Il faut souligner que, pour les groupes génétiques des Congolais et Guinéen, les 
gènes sous- et sur-exprimés à la condition de température 30-26°C (comparé à la condition de 
température 23-19°C) sont en très faible nombre ce qui conduit logiquement à partager peu de 
gènes.
  
Situation Arabica Situation Canephora 
à chaud et à froid 
Filtres proposés sur 
les fichiers générés 
par DESeq 
 
Nombre 
d’unigènes 
sélectionnés 
sur les 
55965 
unigènes du 
génome de 
référence 
Scénario 1 
  
 
 
ARAC > ARAF 
& 
CF=CC 
& 
ARAC>(CC & CF) 
90  
Scénario 2 
 
 
 
 
ARAF > ARAC 
& 
CC=CF 
& 
ARAC>(CC & CF) 
151 
Scénario.3 
 
 
 
 
ARAC=ARAF 
& 
CF=CC 
& 
ARAC ou ARAF >  
(CC & CF ) 
 
276 
 
Tableau 4. : Recherche des ‘gènes de la plasticité’ chez Coffea arabica. Scénarios 
recherchés chez C. arabica et dans le groupe des C. canephora. Exemple du scénario 1: 
on cherche les unigènes d’Arabica (ARAC) fortement exprimés à la plus haute 
température (30-26°C) par rapport à l’Arabica (ARAF) à la plus basse température (23-
19°C) et pour lesquels les Canephora sont faiblement exprimés. Deux quantités (nombre 
de reads) sont considérées similaires si  padj>0.10 et log2(foldchange) compris entre -1 et 
1 ; deux quantités sont considérées différents si padj<0.05 et log2 (foldchange) > à ׀1.5׀. 
CHAPITRE IV 
Comparaison du traasncriptome de Coffea arabica  
avec le transcriptome de trois groupes génétiques de Coffea canephora) 
 
 103
Les gènes traduisant la plasticité de l’allopolyploïde, C. arabica 
A partir des données exhaustives obtenues par RNAseq, les recherches sur les gènes dits 
de plasticité sont facilitées. L’utilisation du logiciel DESeq, nous permet d’observer les variations 
géniques de l’espèce allopolyploïde, C. arabica aux deux conditions de température face aux 
variations géniques des trois groupes génétiques de C. canephora aux deux conditions de 
température. Pour cela, la variance est ajustée sur les six librairies de C. canephora à 23-19°C et 
à 30-26°C et sur les deux librairies de C. arabica à 23-19°C et à 30-26°C. Sur la base de ces 
comparaisons, nous avons sélectionné des cas de figures les plus contrastés illustrant la plasticité 
supérieure de C. arabica face à aux trois écotypes de C. canephora mais aussi l’aptitude de C. 
arabica à s’adapter aux conditions de température (Tableau 4). Ces cas de figures impliquent à 
chaque fois une expression génique similaire entre les trois écotypes de C. canephora permettant 
une comparaison exacte entre les variations géniques de l’allopolyploïde et du parent C. 
canephora. Deux seuils ont été fixés, un seuil permettant de regrouper les gènes qui sont 
similaires (padj > 0.10 et log2 du foldchange compris entre -1 et 1) et un seuil permettant de 
regrouper les gènes qui sont différents (padj < 0.05 et le log2 du foldchange supérieur à |1.5|). A 
partir de l’utilisation de ces deux seuils, nous obtenons un nombre de gènes limité, soit 517 gènes 
(environ 1% du total des gènes). On observe que 90 gènes sont sur-exprimés chez C. arabica à la 
condition de température 30-26°C comparé à la condition de température 23-19°C et pour 
lesquels l’expression génique est faible chez les écotypes de C. canephora. On observe que 151 
gènes sont sous-exprimés chez C. arabica à la condition de température 30-26°C comparé à la 
condition de température 23-19°C et pour lesquels l’expression génique est faible chez les 
écotypes de C. canephora. Et enfin 276 gènes ont une expression égale chez C. arabica entre les 
deux conditions de température et pour lesquels l’expression génique est plus faible chez les 
écotypes de C. canephora. 
L’annotation du génome du caféier est pour l’instant partielle. Environ 18000 gènes sont annotés 
sur les 30000 attendus après le séquençage du génome. Il n’a donc pas toujours été possible 
d’annoter les unigènes que nous avons sélectionnés. Nous obtenons une liste de 139 processus 
biologiques (Annexe 11). Parmi les gènes dits de ‘plasticité’ on trouve environ la moitié des 
gènes qui codant pour des enzymes ayant un rôle dans différentes voies de biosynthèses telles que 
lipides, les sucres, les flavoniodes, les acides aminées, de la chlorophylle et un groupe d’enzymes 
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« polymérases ». Des gènes codant pour des protéines de voie de signalisation sont également 
très nombreux. Comparé à ces deux groupes, on observe peu de facteurs de transcription.  
DISCUSSION ET CONCLUSION 
Au cours de ce chapitre, l’analyse du transcriptome d’espèces de caféiers au travers d’une 
nouvelle technique, RNAseq a été abordée. Contrairement aux Puces à ADN, le RNAseq ne 
contraint pas à un dispositif expérimental établi. Pour une expérience donnée, toutes les 
comparaisons sont possibles. Cette technique permet également de détecter des transcrits 
faiblement ou fortement exprimés avec précision. Néanmoins, la difficulté majeure est la gestion 
des réplicats biologiques. Pour cette étude, nous avons mis en place un dispositif expérimental à 
deux réplicats biologiques par condition de température. Pour pallier aux problèmes d’analyse 
liés à l’utilisation de réplicats biologiques, nous avons choisi un logiciel récemment développé, le 
DESeq, qui permet l’analyse de dispositifs expérimentaux avec répétitions. Ce logiciel permet 
d’ajuster les données en calculant, tout au long de la gamme dynamique, des variances estimées 
par régression locale s’ajustant à la moyenne et de vérifier que les données brutes, transformées 
par une formule basée sur la ‘variance ajustée’, suivent une loi normale (avec une déviation 
standard de l’erreur constante et non dépendante du nombre de reads). Au travers d’une étude 
basée sur les distances transcriptomiques entre espèces de caféiers, la répétabilité de la technique 
a pu être confirmée. Les distances observées entre réplicats biologiques d’une même condition de 
température (i.e deux individus d’un même groupe génétique x conditions de température) sont 
toujours plus faibles que les variations observées entre les groupes génétiques ou entre les 
conditions de température. L’ensemble de ces résultats confirme la puissance de la technique 
dans le cadre d’étude globale du génome. 
L’étude des divergences et distances transcriptomiques a été menée sur un allopolyploïde, C. 
arabica, et trois écotypes de C. canephora issus de trois principaux groupes de diversité connus 
(Ougandais, Congolais et Guinéens). L’étude des distances transcriptomiques a mis en évidence 
des variations suivant les conditions de température. A la condition de température dite ‘chaude’ 
(30-26°C), le transcriptome de C. arabica apparaît proche de celui des groupes génétiques des 
Guinéens et Congolais. A la condition de température dite ‘froide’ (23-19°C), les individus de C. 
arabica forment un groupe bien distinct des individus appartenant aux trois groupes génétiques 
de C. canephora. Ces résultats montrent un comportement similaire entre l’allopolyploïde et les 
groupes génétiques Congolais et Guinéen à la condition de température la plus chaude (30-26°C). 
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La variabilité des transcriptomiques en fonction des conditions de température est démontrée 
chez l’espèce allopolyploïde, C. arabica et le groupe génétique Ougandais. Les résultats obtenus 
à partir des distances transcriptomiques sont confirmés par l’étude de la divergence 
transcriptomique entre l’allopolyploïde et les trois groupes génétiques de C. canephora. La 
divergence transcriptomique entre l’allopolyploïde et les groupes génétiques des Congolais et 
Guinéens est plus importante à la condition de température dite ‘froide’ (23-19°C) qu’à la 
condition de température dite ‘chaude’ (30-26°C). Ces résultats confirment également les 
résultats obtenus par la Puce à ADN, la PuceCafé (Chapitre II partie I). A partir des données Puce 
à ADN, on observe que la divergence transcriptomique passe de 49% à 8% à la condition de 
température 30-26°C. Cette différence est de nouveau observée à partir de la technique RNAseq 
(on passe de 15% à 6% à la condition de température 30-26°C). Une différence de proportion 
plus faible est observée pour la technique RNAseq. Cette différence d’estimation est 
probablement liée aux technologies utilisées. Cependant on note un comportement original du 
groupe génétique des Ougandais. La divergence transcriptomique entre C. arabica et les 
Ougandais est du même ordre de grandeur quelles que soit la condition de température. Les trois 
groupes génétiques de C. canephora ont une répartition écologique différente. L’espèce sauvage 
C. canephora est issue de forêts équatoriales humides de basses à moyennes altitudes, entre 250-
1500m (Davis et al., 2006), avec un optimum de températures moyennes annuelles pour l’espèce 
de 22-26°C (Damatta & Ramalho, 2008). Comparé aux écotypes Congolais et Guinéen, le groupe 
génétique des Ougandais est un écotype de C. canephora bien acclimaté aux zones d’altitude 
équatoriale et à des températures considérées fraîches pour l’espèce. A partir des données 
obtenues et de l’écologie des Ougandais, on peut émettre l’hypothèse que la condition de 
température la plus chaude modifie fortement son transcriptome et que les plantes issues de ce 
groupe pourraient être en conditions de stress. En ce qui concerne l’espèce C. arabica, on la 
retrouve dans des forêts tropicales de hautes altitudes, entre 1200-1950m (Davis et al., 2006), 
avec un optimum de températures moyennes annuelles pour l’espèce de 18-21°C (Damatta & 
Ramalho, 2008). Comparée à l’écologie des groupes génétiques des Congolais et Guinéens, 
l’écologie de l’espèce allopolyploïde est plus proche de celle des Ougandais. Cependant, les 
résultats confirment tout de même le fait que l’allopolyploïde possède un comportement 
transcriptomique similaire aux groupes génétiques de C. canephora adaptés à des conditions de 
température relativement chaudes (30-26°C).  
  
6%15%1%
6%
Figure 9 : Représentation schématique des variations du transcriptome du C. 
canephora (groupe Congolais) et de C. arabica en fonction de deux régimes 
thermiques. Les flèches noires indiquent les divergences entre C. arabica et le groupe 
des Congolais pour une condition de température. Les flèches vertes indiquent les 
divergences entre température pour une même espèce. Les pourcentages de divergence 
observés (cf Tableau 3 et Figure 7) sont reportés sur ce schéma. On a représenté la 
variation du transcriptome sur une échelle de 100% 
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Pour interpréter l’ensemble des résultats, nous représenté schématiquement des variations du 
transcriptome du C. canephora (groupe Congolais) et de C. arabica en fonction de deux régimes 
thermiques (Figure 9). Nous donnons uniquement l’exemple des Congolais car nous obtenons les 
même variations du transcriptome avec les Guinéens et le groupe Ougandais n’a pas été pris en 
compte du fait de son ‘état de stress’ présumé face à la condition de température 30-26°C. Sur la 
base de librairies indépendantes les unes des autres, nous constatons que la variabilité du 
transcriptome des Congolais est extrêmement faible (<1% des gènes). Face à la stabilité observée 
du transcriptome du groupe génétique Congolais, le transcriptome de C. arabica montrerait plus 
de variabilité dans les niveaux d’expression génique en fonction des différents régimes 
thermiques. Le transcriptome de C. arabica apparaît donc moins stable que celui de C. 
canephora. Ce qui semble traduire une plasticité transcriptionelle plus importante de C. arabica 
que chez les Guinéens et les Congolais. 
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Les principaux résultats établis au cours de la thèse 
Synthèse des résultats obtenus 
A partir des données Puce, on a montré que l’environnement modifie la divergence 
transcriptomique entre l’espèce allopolyploïde, C. arabica, et l’espèce parentale C. canephora. 
On observe que la divergence entre les deux espèces passe de 49% à la condition de température 
froide (26-22°C) à 9% à la condition de température chaude (30-26°C). Parmi les gènes 
divergents, une forte proportion se trouve en situation de non-additivité (37%). A l’aide d’un 
modèle génétique, l’expression a été catégorisée : l’additivité, la dominance ‘Eugenioides-like’, 
la dominance ‘Canephora-like’, la transgression et la catégorie ‘No change’. On a observé qu’il y 
avait peu de différence en proportion de gènes entre les cinq catégories à 26-22°C, alors que les 
gènes sont répartis seulement dans deux catégories, les ‘No change’ et les gènes dominants 
‘Canephora-like’ à 30-26°C. Le comportement original de C. arabica observé à la condition 
froide (16-18% de gènes dans la catégorie « transgressive ») laisse place à un comportement 
proche de C. canephora à la condition chaude (<3% de gènes dans la catégorie « transgressive »). 
Les données Puce ont également été utilisées in silico pour permettre la comparaison des 
distances transcriptomiques entre les conditions de température. A 26-22°C, les deux accessions 
de C. arabica sont assez éloignées de l’espèce C. canephora alors qu’à 30-26°C, on constate que 
C. canephora se retrouve très proche des deux accessions et même plus proche de la variété cv. 
T18141 que ne l’est la variété sauvage cv. Java. Comme pour l’étude comparant les espèces, on 
confirme un comportement de l’allopolyploïde proche de l’une de ses espèces parentales 
considérée comme l’espèce la mieux adaptée à la condition de température la plus chaude. 
A partir de cette première approche transcriptomique nous permettant d’observer un 
comportement différentiel de l’allopolyploïde face à des conditions de température différentes, 
nous avons étudié la plasticité de cette espèce au travers d’une gamme thermique plus contrastée 
en s’appuyant sur des mesures biochimiques et génétiques. On observe pour les températures 
extrêmes, une forte mortalité de plantules de C. eugenioides à 33-30°C et des chloroses sur les 
plantules de C. canephora à 18-15°C. Lors de l’étude la biomasse, on observe que 
l’allopolyploïde montre très peu de variations de sa biomasse entre les quatre conditions de 
température. A contrario, C. canephora montre une chute de sa biomasse à 18-15°C et C. 
eugenioides une chute de sa biomasse à 33-30°C. On montre que l’allopolyploïde est moins 
affecté par les conditions de la gamme thermique que ses espèces parentales. En ce qui concerne 
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la teneur en chlorophylle et la composition en acide gras, on observe des comportements 
différentiels de l’allopolyploïde face à la gamme thermique. Nous avons observé que les 
proportions en acide palmitique (C16 :0) et en acide linolénique (C18 :3) sont proches de l’espèce 
diploïde la mieux adaptée à la condition de température donnée. L’étude des gènes associés à la 
voie de biosynthèse des acides gras confirme le comportement souvent original de l’espèce 
allopolyploïde comparée à ses espèces diploïdes. 
Dans cette dernière étude, nous n’avions pas pris en compte la diversité de l’espèce C. 
canephora. Nous avons développé une étude à partir de la technique RNAseq afin de comparer le 
transcriptome de l’allopolyploïde et les transcriptomes de trois groupes génétiques de C. 
canephora (Congolais, Ougandais et Guinéens). Comme dans l’étude à partir de la Puce à ADN, 
on observe qu’à la température la plus chaude (30-26°C), C. arabica est plus proche des C. 
canephora qu’à la température froide (23-19°C). Cependant, cette observation n’est valable que 
pour deux des trois groupes génétiques. On observe un comportement différentiel du groupe 
Ougandais qui à 30-26°C s’éloigne des deux groupes génétiques Guinéens et Congolais ainsi que 
de C. arabica. Comme pour l’étude avec la Puce à ADN, nous avons observé le taux de 
divergence entre C. arabica et les groupes de C. canephora. Pour les taux de divergence entre 
deux des groupes (Guinéens et Congolais) de C. canephora et C. arabica, on observe des 
résultats qui vont dans le même sens que ceux obtenus grâce à la Puce à ADN. A 23-19°C, on 
obtient des pourcentages de divergence plus importants entre les groupes génétiques Congolais et 
Guinéen et l’allopolyploïde alors qu’à 30-26°C, les taux de divergence baissent. Le 
comportement différentiel du groupe des Ougandais lors de l’étude des distances génétique est de 
nouveau observé. En comparant ce groupe génétique et l’allopolyploïde, on constate peu de 
variation du taux de divergence entre les deux conditions de température. Nous émettons 
l’hypothèse que le comportement transcriptomique particulier du groupe des Ougandais au sein 
de C. canephora traduirait son adaptation génétique à des conditions de température fraîches. On 
peut donc penser que cette adaptation particulière à des zones plus froides confère une originalité 
au transcriptome des Ougandais. Nous émettons l’hypothèse qu’à la température la plus chaude 
ce groupe est mal adapté et que la divergence constatée représente en fait un stress thermique 
important de ce groupe à cette condition de température. 
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Critiques et perspectives associées aux résultats 
Par l’étude de la divergence et de la distance transcriptomique et l’étude de la composition 
lipidique, nous avons établi la plasticité et l’originalité de l’allopolyploïde. Cependant des 
critiques peuvent être apportées à l’ensemble du travail. 
Résultats technologie-dépendants? 
La divergence transcriptomique entre les espèces a été observée à partir de la technique de 
Puce à ADN et de RNAseq. Comparé au RNAseq, la Puce à ADN que nous avons choisi permet 
des comparaisons deux à deux suite à une double hybridation. Cette double hybridation pourrait 
entraîner un biais vers l’une des espèces co-hybridées. Toutefois, nous avons montré que l’on 
n’observait pas de biais (Chapitre I). Cependant dans le chapitre II partie II, le plan expérimental 
de la Puce ne permettait pas la comparaison entre conditions de température et les données ont 
donc été normalisées in silico. Par ailleurs, nous observons qu’il y a autant d’unigènes qui sont 
surexprimés que sous-exprimés et que leurs quantités sont du même ordre de grandeur quelle que 
soit l’espèce étudiée. S’il y a un biais du à la normalisation, il n’a pas été détecté lors de l’étude. 
Lors du chapitre IV, nous avons utilisé des données du séquençage des transcrits par RNAseq 
pour déterminer la divergence et la distance transcriptomique entre les espèces et groupes 
génétiques. Ces données ont été obtenues à partir d’un transcriptome de référence obtenu à partir 
d’une des deux espèces parentales, Coffea canephora. Le principe de base de la technique 
RNAseq, consiste en la conversion d’une population d’ARN en une libraire de fragments 
d’ADNc associés à des adaptateurs se trouvant à l’une ou aux deux extrémités. Chaque molécule 
est séquencée afin d’obtenir des petites séquences qui sont alignés à un génome ou transcriptome 
de référence. L’obtention d’un génome ou transcriptome de référence complet permettant des 
comparaisons exactes entre allopolyploïde et espèces parentales est en cours. En ce qui concerne 
notre modèle d’étude, la référence est constituée de 56216 unigènes appartenant à une seule des 
espèces de caféiers étudiés, C. canephora. Lors de l’alignement, chacune des séquences obtenues 
est alignée au transcriptome de référence. Si les séquences ne s’alignent pas au transcriptome de 
référence, elles sont éliminées de l’analyse. On peut donc supposer que la perte de séquences de 
C. arabica est plus importante que la perte de séquence des groupes génétiques de C. canephora. 
Cette observation pourrait peut être expliqué le fait qu’il y a systématiquement plus de gènes 
surexprimés pour les trois groupes de C. canephora que chez C. arabica. La technique RNAseq 
est moins coûteuse que les Puces à ADN, plus facile à analyser, plus précise et plus répétable 
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surtout lorsqu’on prévoit des répétitions comme nous l’avons fait. Toutefois des comparaisons 
entre espèces même proches, peuvent conduire à un biais des résultats lorsque le transcriptome de 
référence est représenté par une seule espèce, en l’occurrence dans notre étude par C. canephora. 
S’agissant d’étude sur les distances transcriptomiques, une sous-estimation quasi-systématique et 
aléatoire du nombre de ‘reads’ chez C. arabica conduit à un biais sur l’estimation des distances 
entre espèces étudiées. Le même biais peut être observé chez la PuceCafé car l’ensemble des 
ESTs de l’étude proviennent de l’espèce C. canephora. Cependant comparé à la technique 
RNAseq, se biais n’a pas été détecté. 
Les régimes thermiques utilisés 
Pour établir la plasticité de C. arabica, nous avons choisi de faire varier les conditions de 
température. Notre choix a été déterminé par le fait que la température est probablement le 
facteur de l’environnement qui a le plus favorisé la sélection de nouvelles espèces. Il s’agit 
d’autre part d’un paramètre fondamental pour la plupart des réactions physico-chimiques de la 
plante et d’un facteur relativement facile à contrôler expérimentalement. Aujourd’hui, il s’agit de 
nouveau d’un enjeu majeur pour l’adaptation de la culture des caféiers face à des changements 
climatiques globaux. 
Etant en présence d’espèces tropicales cultivées dans toute la ceinture intertropicale, nous avons 
utilisé une gamme thermique adaptée mais qui peut paraître faible si on la compare à celles 
utilisées chez les plantes tempérées. Cependant, nous pensons que cette gamme convient à notre 
étude. Dans l’expérience avec la Puce à ADN, les températures étaient relativement chaude (30-
26°C et 26-22°C) pour les espèces de caféiers. Ces températures, ne permettaient pas d’observer 
un stress au froid mais ont toutefois permis d’observer qu’aux températures chaudes, le 
transcriptome de C. arabica est proche de celui d’une des espèces parentales, C. canephora 
(appartenant au groupe des Congolais). Pour le RNAseq, nous avons élargi l’écart entre les deux 
conditions environnementales à 23-19°C et 30-26°C. Les résultats RNAseq confirment les 
résultats obtenus avec la Puce, c'est-à-dire qu’à la température la plus chaude C. arabica est 
proche du groupe Congolais de C. canephora. Pour les analyses par qRT-PCR, la gamme 
thermique la plus large a été utilisée, 15°C à 30°C de nuit et 18°C à 33°C de jour. A partir de 
cette gamme nous avons pu établir la plasticité de C. arabica. Pour améliorer l’interprétation des 
résultats sur gamme thermique il serait nécessaire d’obtenir et de réunir plus d’information sur 
 110
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
l’écologie des trois espèces notamment pour l’espèce sauvage C. eugenioides qui a été très peu 
étudiée et dont la diversité génétique est inconnue. 
Dans le chapitre III, malgré de forts niveaux transcriptionnels de certaines désaturases associés à 
de fortes proportions d’acides gras insaturés, nous avons constaté que C. canephora était mal 
adapté à la température la plus froide. Chez C. eugenioides on observe un cas de figure très 
différent. On a constaté un manque d’activité des gènes chez C. eugenioides. On peut émettre les 
hypothèses suivantes : soit nous n’avons pas étudié les bon isoformes, soit d’autres voies de 
biosynthèse sont affectées soit la régulation génique est de nature post-transcriptionelle. 
Pour compléter ces études, il serait intéressant : 
• D’étudier plus d’isoformes de gènes codant pour les enzymes étudiées, de 
généraliser l’étude à d’autres gènes codant pour les enzymes intervenant dans la voie de 
biosynthèse des acides gras et d’autres voies de biosynthèse pouvant avoir un rôle dans 
l’adaptation à des conditions environnementales extrêmes. 
• D’étudier la plasticité des différents groupes de C. canephora sur la gamme 
thermique utilisée pour C. arabica et montrer si ces groupes sont adaptés de façon spécifique à 
des températures de croissance particulière. 
• D’améliorer le dispositif expérimental en utilisant une référence transcriptomique 
plus adaptée à la comparaison d’espèces de caféiers, c'est-à-dire construite à partir d’unigènes 
provenant des trois espèces étudiées. Ce dispositif expérimental permettrait de confirmer les 
comportements orignaux parfois observés chez C. arabica lors de l’étude des acides gras et 
l’étude de gènes supplémentaires de la voie de biosynthèse des acides gras par RNAseq. 
On pourrait également s’intéresser à la vigeur hybride. Ni et al. (2009) soulignent que, dans des 
conditions environnementales contrôlées, il y a un accroissement de la vigueur assimilable à de la 
vigueur hybride chez un allotétraploïde néosynthétique d’Arabidopsis (A. thaliana x A. arenosa) 
par rapport à ses deux parents. Dans cette étude, les auteurs montrent que l’allopolyploïde 
présenterait un meilleur contrôle du rythme circadien jouant un rôle central dans la croissance se 
traduisant par la synthèse accrue de chlorophylle et d’amidon. A notre connaissance, c’est la 
première fois que des auteurs décrivent un système de régulation particulier et en démontrent les 
mécanismes pour expliquer la plus grande vigueur hybride des allopolyploïdes et des hybrides. Il 
serait d’étudier ce système de régulation chez les Caféiers. 
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• D’obtenir plus d’information sur l’espèce C. eugenioides et sur sa diversité 
génétique. Pour l’instant, n’ayant peu de ressources génétiques sur C. eugenioides, les 
expériences de la Puce et celle du RNAseq ont été faites sur des ESTs ou sur un ensemble de 
données génétiques appartenant à un seul parent, C. canephora. Dans le chapitre IV, on constate 
que d’intégrer la diversité des espèces dans nos modèles d’études est important. Il serait donc 
intéressant de faire une étude de diversité comme nous l’avons faite pour C. canephora. 
Contribution de nos résultats à la compréhension des mécanismes de 
spéciation des allopolyploïdes 
La polyploïdie est un mécanisme majeur d’adaptation et de spéciation chez les végétaux 
(Ramsey et Douglas, 1998, Otto et Whitton, 2000 ; Adams, 2007). Des marques de polyploïdies 
plus anciennes sont fréquemment observées chez les génomes des plantes. Ces paléopolyploïdes 
ont subi au moins un évènement de duplication du génome entier (WGD) suivi d’une perte 
massive de gènes et d’une réorganisation génomique par diploïdisation (Wolfe, 2001 ; Chen, 
2007). Chez les angiospermes, des traces de paléopolyploïdie sont présentes dans presque toutes 
les espèces étudiées (Cui et al. 2006) et pour nombre d’entre elles, plusieurs évènements de 
polyploïdie se sont superposés au cours du temps évolutif confirmant le caractère récurrent de cet 
état dans l’évolution des espèces. 
Dans des environnements adaptés aux parents diploïdes, les polyploïdes et diploïdes se 
développent et cohabitent alors que dans des environnements non adaptés aux parents diploïdes 
tels que les hautes altitudes et latitudes où les températures sont plus froides, les polyploïdes 
survivent mieux que leur parents diploïdes (Chen, 2007). L’adaptation à de nouvelles niches 
écologiques peut être illustrée par le cas des plantes invasives et des plantes arctiques. Comme le 
souligne Prentis et al. (2008), la majorité des plantes invasives sont polyploïdes. Cette hypothèse 
peut s’expliquer par des différences de fitness ou de compétition entre des populations ayant 
différents niveaux de ploïdie et par une meilleure colonisation des polyploïdes dans des milieux 
extrêmes comme cela a été observé dans la flore arctique (Prentis et al., 2008). Brochmann et al. 
(2004) souligne que le succès de l’évolution des polyploïdes dans la zone arctique serait basé sur 
l’état d’hétérozygotie fixé de leur génome. Cet état permettrait une meilleure survie des espèces 
pendant des périodes climatiques instables. 
Pour décrire la capacité que peuvent avoir les espèces à s’adapter à des environnements variables, 
trois concepts sont mis en avant (Whitman et Agrawal, 2009 ; Pfenning et al., 2010) : 
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• L’adaptation génétique qui est définie par la spécialisation d’un génotype ou d’un 
phénotype à une condition environnementale donnée. 
• La notion de « Jack-of-all-trades » qui se définit par le fait qu’un génotype produit un 
phénotype généraliste. Ce phénotype est en général moins efficace pour chauqe environnement 
mais produit tout de même une efficacité moyenne supérieure. 
• La plasticité phénotypique qui est définie par la capacité d’un génotype à produire des 
phénotypes différents chacun adapté à un environnement correspondant. L’allopolyploïde serait 
un génotype très plastique qui serait sélectionné lorsque les conditions environnementales sont 
défavorables aux espèces parentales. Sous ces conditions défavorables, les espèces parentales ont 
un temps trop court pour leur premettre une adaptation génétique face à des changements 
climatiques majeurs tels que les grandes crises biologiques. 
Les espèces allopolyploïdes sont issues d’une hybridation interspécifique et d’un doublement 
génétique entre des espèces parentales proches génétiquement. Cette hybridation interspécifique 
ne peut avoir lieu que si les barrières génétique, comportementale, écologique et/ou géographique 
pouvant exister sont faibles, c'est-à-dire que les espèces sont génétiquement proches, qu’elles 
partagent une même zone géographique (vivent en sympatrie). Pour que les hybrides 
interspécifiques nouvellement formés soient sélectionés pour évoluer en tant qu’espèce 
polyploïde, il faut que les conditions environnementales leurs soient favorables (c'est-à-dire 
défavorable aux espèces parentales), que la sélection naturelle les favorise notamment par rapport 
aux back-cross possibles avec des espèces diploïdes proches génétiquement et qu’un système de 
reproduction efficace et une méiose régulée se mettent en place puis sont sélectionnés. Ces 
conditions permettraient de sélectionner un phénotype allopolyploïde conduisant à la formation 
d’une nouvelle espèce mieux adaptée à une niche écologique nouvelle. 
A partir de étude, nous avons tenté d’établir que, 
• Coffea arabica présenterait une capacité adaptative supérieure à ses espèces parentales lui 
permettant de faire face à des changements environnementaux ce qui expliquerait qu’il ait été 
sélectionné puis qu’il ait évolué comme une espèce à part entière. 
• Les capacités adaptatives de l’espèce seraient dues majoritairement à des variations des 
niveaux d’expression en fonction des conditions environnementales. C'est-à-dire que le 
phénotype allopolyploïde serait plastique suite à des modifications de régulation de son 
expression. 
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Notions de plasticité phénotypique, de plasticité adaptative et de canalisation 
La plasticité phénotypique est définie par la capacité d’un génotype à produire des 
phénotypes différents chacun adapté à un environnement correspondant (Travis, 1994 ; West-
Eberhard, 2003). Pour notre modèle nous observons que pour l’étude de la biomasse il y a peu de 
variations observées sur la gamme thermique alors que pour la teneur en chlorophylle, 
l’abondance relative en AG et l’expression génique des gènes codants pour des enzymes de la 
voie de biosynthèse des acides gras un comportement original de l’allopolyploïde est parfois 
observé. L’hypothèse permettant d’expliquer ce phénomène est l’association de phénomène de 
canalisation et de plasticité phénotypique. 
La canalisation est considérée comme le phénomène opposé de la plasticité phénotypique. Les 
facteurs internes lors du développement, la physiologie ou le comportement réduisent l’influence 
des stimuli environnementaux pour produire un seul phénotype quel que soit l’environnement. 
(Waddington 1940, 1942 ; David et al., 2004). Cependant, la canalisation et la plasticité 
phénotypique ne sont pas incompatibles. Chez un organisme complexe, on observe fréquemment 
de la ‘canalisation’ pour un des caractères et de la plasticité phénotypique pour d’autres 
(Whitman et Agrawal, 2009). Par exemple, chez les insectes il est fréquent d’observer un 
phénomène de canalisation de la taille des œufs en condition de malnutrition associé à un 
phénomène de plasticité phénotypique de la taille de la ‘couvée’ (Stearns 1992, Nylin and 
Gotthard 1998, Fox and Czesak 2000). En définitive ce qui s’avérait une réponse non adaptative 
passive (diminution de la taille des couvées) s’avère en fait une réponse plastique pour maintenir 
la taille des œufs (Whitman et Agrawal, 2009). La canalisation qui peut être observée d’un point 
de vue physiologique et/ou développemental se met souvent en place en parallèle au phénomène 
de plasticité phénotypique. 
La plasticité phénotypique associée à la canalisation confirmerait une plasticité adaptative de 
l’espèce (Ghalambor et al., 2007). La plasticité adaptative permet établir l’espèce de façon 
définitive dans de nouveaux environnements et de contribuer à l’évolution des capacités 
adaptatives des espèces face à la modification de environnement ou à de nouveaux 
environnements sur de longues durées. Comme nous les avons décrit précédemment, on peut 
prendre en exemple les espèces invasives (Prentis et al., 2008) ou les plantes arctiques 
(Brochmann et al., 2004). 
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Figure 1 : Scénarios possibles à l’origine de l’adaptation des espèces. 
A. Scénario incluant une modification génétique à l’origine de l’adaptation d’une 
espèce. B. Scénario centré sur l’influence des conditions environnementales sur 
l’adaptation des espèces. 
D’après West-Eberhard, 2005 
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Théories sur l’apparition et l’adaptation de nouvelles espèces à des milieux défavorables aux 
espèces parentales. 
La théorie existante de l’évolution est basée sur les modifications génétiques apportées 
aux espèces et a toujours considérée la plasticité comme un bruit de fond. De nos jours la 
plasticité phénotypique est reconnue comme ayant un fort potentiel d’adaptation, confirmant son 
rôle majeur dans l’évolution. D’après West-Eberhard (2005), on peut représenter de manière 
cyclique ce qui se passe chez les espèces. Deux théories sont mises en avant opposant les 
modifications génétiques (Figure 1.A) et le rôle de l’environnement dans la sélection et 
l’adaptation des espèces (Figure 1.B). Dans le cas particulier de l’allopolyploïdie, nous pensons 
que l’hybridation entre deux espèces proches est rendue possible par des modifications 
temporaires ou permanentes de l’environnement (Figure 1B) qui influent momentanément ou 
définitivement sur les barrières qui étaient en place entre les espèces. Des phénotypes 
allopolyploïdes nouveaux, dont la plasticité est supérieure à celles des espèces parentales, 
apparaissent et sont ensuite sélectionnés favorisant leur maintien sous forme de nouvelles 
espèces. La nouvelle espèce formée pourra soit perdurer, soit se croiser de nouveau avec l’une de 
ses espèces parentales. Si la nouvelle espèce se maintient dans un environnement en allopatrie, 
alors elle pourra subir des mutations et conduire à la diploïdsation. 
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Figure 2 : Scénario sur la formation et la stabilisation de C. arabica. 
SELECTION du phénotype sur sa plasticité et STABILISATION du 
génome
• Système de reproduction autogame (Charrier and Berthaud, 1985; Coulibaly 
et al., 2003; Stoffelen et al., 2009; Nowak et al., 2011)
• Méioses régulières (Lashermes et al., 2000)
• Environnement stable et défavorable aux espèces parentales 
• Isolement géographique conduisant au reflux des espèces parentales
HYBRIDATION: 
• Espèces parentales génétiquement proches (Raina et al., 1998 ;
Lashermes et al., 1999)
• Espèces parentales en sympatrie (Thomas, 1942, Mahé, 2007)
• Conditions environnementales variables devenant défavorables aux 
espèces parentales. Chez C. arabica, les températures fraîches 
favoriseraient l’hybridation et la production de gamètes 2n non réduits 
(Mahé, 2007). 
Sous génome
Ca
Sous génome
PARENTS DIPLOÏDES
X
Ea
Coffea eugenioides
2n = 2X = 22
Coffea canephora
2n = 2X = 22
ALLOTETRAPLOÏDE
Coffea arabica
2n = 4X = 44
Spéciation récente (10-50,000 ans)
Nouveaux PHENOTYPES
Capacités adaptatives supérieures à celles des espèces parentales
(étudié dans le cadre de ma thèse)
COFFEA ARABICA
L’espèce possède une faible diversité génétique, n’a pas 
encore subi de modifications génétiques majeures et 
aucune trace de sous-fonctionnalisation n’a été détectée 
(Cenci et al., 2010 et 2011; Combes et al., 2011)
• Croisement avec C. canephora possible (Mahé, 2007)
?Retour à une espèce parentale
• Spéciation accrue
? homogénéisation, expression relative des sous-
génomes, sous-fonctionnalisation 
? retour à la diploïdisation
M
éc
an
is
m
es
 o
rie
nt
an
t v
er
s 
un
e 
sp
éc
ia
tio
n
M
éc
an
is
m
es
 o
rie
nt
an
t v
er
s 
un
e 
sp
éc
ia
tio
n
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
Scénario sur la formation de notre modèle d’étude, C. arabica 
La diversification du genre Coffea sous-genre Coffea s’est produite par radiation rapide et 
récente (460000–100000BP) avec un centre d’origine du genre se trouvant probablement en 
basse Guinée (Anthony et al., 2010). Les caféiers sont des plantes pérennes appartenant à la 
famille des Rubiaceae. L’analyse comparative d’une région génomique de Coffea et des régions 
orthologues d’espèces du groupe des Rosideae (Vitis vinifera, populus Trichocarpa et 
Arabidopsis thaliana) a montré que ces deux groupes proviennent de même génome ancestral 
hexaploïde pour lequel le processus de diploïdisation était bien avancé au moment de la 
divergence entre les deux groupes et qu’aucun évènement supplémentaire de polyploïdisation ne 
s’est produit au cours de l’évolution du genre Coffea (Cenci et al., 2010). 
Coffea arabica, la seule espèce polyploïde du genre Coffea, est issu d’une hybridation 
interspécifique et d’une duplication du génome entre deux espèces parentales africaines proches 
génétiquement, C. eugenioides et C. canephora. L’analyse des fréquences de substitution de 
régions génomiques orthologues des espèces C. arabica, C. canephora et C. eugenioides a révélé 
que cet évènement d’hybridation entre les deux espèces diploïdes ne s’est pas produit avant 
10000 à 50000ans (probablement lors de la dernière glaciation survenue il y a 18000 ans). La 
faible divergence de ces mêmes régions génomiques, la présence d’éléments transposables 
partagés et une synténie des gènes presque parfaite indiquent que les génomes diploïdes à 
l’origine de C. arabica sont très peu divergents (Cenci et al., 2011). La présence d’hybrides 
interspécifiques entre l’espèce diploïde C. canephora et l’espèce allopolyploïde apparentée C. 
arabica indique que les barrières génétiques post-zygotiques ne sont pas infranchissables dans les 
conditions environnementales de Nouvelle-Calédonie. La présence en sympatrie de C. 
eugenioides et de C. canephora dans les montagnes Ougandaises a également été rapportée dès 
1942 par Thomas. Dans une étude menée par Mahé en 2007, il a été observé en Nouvelle-
Calédonie où les températures fraîches des nuits et plus particulièrement les variations 
importantes de température entre le jour et la nuit observées dans les montagnes sont 
probablement à l’origine de la production de gamètes 2n non réduits permettant le doublement 
chromosomique. Des zones de sympatrie ont permis des flux de gènes et plus particulièrement 
l’incorporation dans le patrimoine génétique d’une population de gènes d’espèces différentes 
(Mahé, 2007). L’importance des flux de gènes entre C. arabica et son parent C. canephora en 
conditions naturelles, nous conduirait à penser qu’il y a pu avoir une phase de cœxistence stable 
entre C. arabica et ses espèces parentales ancestrales diploïdes (Thomas, 1942 ; Mahé, 2007). 
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Notre scénario prévoit que sous les conditions environnementales défavorables aux espèces 
parentales, de nouveaux phénotypes allopolyploïdes sont créés. Ces phénotypes montrent parfois 
des capacités adaptatives supérieures les conduisant à la colonisation du nouveau milieu. Les 
individus possédant une méiose stable et un système de reproduction autogame sont sélectionnés. 
Ce système de reproduction est le seul qui permet facilement et rapidement une reproduction à 
l’identique du meilleur phénotype. Dans l’article de Nowak et al. (2011), il a été montré que les 
allèles du gène S-RNase responsable du système d’incompatibilité chez les caféiers sont présents 
chez C. arabica mais ne sont pas fonctionnels. On peut donc imaginer une mise sous silence du 
gène entraînant une inactivation du système d’incompatibilité chez l’espèce allopolyploïde. 
Coffea arabica possède un comportement méiotique comparable aux espèces diploïdes. A la 
méiose, aucun des chromosomes homéologues de C. arabica ne s’apparie et cela est 
probablement dû au fonctionnement de facteurs génétiques régulant l’appariement (Lashermes et 
al., 2000). L’environnement se stabilise vers des conditions défavorables pour les deux espèces 
parentales. On peut penser que, dans le cas de C. arabica, les espèces parentales ont reflué 
progressivement de la zone de sympatrie laissant C. arabica en allopatrie dans une niche 
écologique nouvelle pour l’espèce. Des études récentes montrent que Coffea arabica n’a pas 
encore subi de modifications génétiques majeures (article Cenci et al., 2010 et 2011), et 
qu’aucune trace de sous-fonctionnalisation n’a été constatée (Combes et al., 2011). 
Perspectives associées à l’observation de la plasticité chez C. arabica 
• Une étude préliminaire sur le fonctionnement des sous-génomes chez C. arabica a été 
menée sur une région de 1200kb du génome, SH3 (Combes et al., 2011). Cette étude a 
permis d’estimer l’expression relative de 13 paires de gènes homéologues de la même 
région génomique à partir de différents organes. Les auteurs ont montré que l’expression 
des gènes homéologues au sein de C. arabica est régulée par un mécanisme de trans-
régulation partagé qui n’est pas spécifique du sous-génome mais que par contre les biais 
d’expression relative des gènes homéologues résulteraient des facteurs de régulation à 
l’échelle du gène. Cette régulation semble intervenir sur les capacités adaptatives de 
l’espèce allopolyploïde. Cette étude sera étendue à l’ensemble du génome par 
l’exploitation de données d’un projet de séquençage du transcriptome de C. arabica 
cultivé dans deux conditions de température différentes (30-26°C et 23-19°C). Pour cela, 
des données de séquençage du transcriptome de C. arabica associées aux données sur les 
 117
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
 118
transcriptomes des espèces diploïdes obtenues par la Puce à ADN, nous permettrons 
d’observer l’impact de la fusion des sous-génomes sur leur expression dans C. arabica et 
d’identifier les modes de régulation intervenant sur les sous-génomes. Afin de traiter les 
données de séquençage par RNAseq, un outil de bioinformatique à été développé 
(SNIploid). Il permettra, à partir de données SNP, d’estimer le ratio de l’expression 
relative entre les sous-génomes. 
• Nous nous sommes intéressés à l’influence des conditions de température sur la 
croissance de C. arabica et ses deux espèces parentales, cependant on peut se demander si 
les conditions environnementales qui prévalaient lors de la formation de l’allopolyploïde 
n’auraient pas orientées vers des phénotypes particuliers. Pour valider cette hypothèse, il 
serait intéressant de travailler sur du matériel néosynthétique pour observer comment 
l’environnement influe pendant les étapes fondamentales de la spéciation. Nous suggérons 
d’étudier l’influence de l’environnement sur l’hybridation et plus précisément sur le choc 
génomique et sur les processus liés à la méïose. L’hybridation entre les deux espèces 
parentales s’effectuerait dans deux conditions environnementales contrastées (par ex une 
population à hautes altitudes dans des températures fraîches et une population à basses 
altitudes dans des températures plus chaudes) permettant de constater si le choc 
génomique est de même nature en fonction de l’environnement et l’influence sur la 
première méiose. A partir de ces deux populations, deux sous populations serait créées 
dont chacune sera exposé à une des deux conditions environnementales. Ceci nous 
permettrait d’étudier l’influence de l’environnement sur la méïose, sur l’émergence d’un 
système de reproduction autogame et sur le phénotype. Cependant, il est sans doute 
difficile de mettre cette expérience en œuvre sur les caféiers car l’obtention de générations 
est longue. On pourrait utiliser une autre espèce à générations moins longue, par exemple 
en utilisant des individus polyploïdes appartenant également aux Rubiacées. 
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SGN-U359404 
SGN-U353149 
SGN-U359186 
SGN-U359155 
SGN-U359152 
SGN-U359114 
SGN-U359096 
SGN-U358918 
SGN-U358888 
SGN-U358880 
SGN-U358790 
SGN-U358758 
SGN-U358519 
SGN-U358452 
SGN-U358434 
SGN-U352281 
SGN-U358415 
SGN-U358406 
SGN-U358341 
SGN-U358288 
SGN-U358228 
SGN-U358209 
SGN-U352065 
SGN-U358140 
SGN-U351978 
SGN-U351957 
SGN-U358097 
SGN-U358053 
SGN-U358044 
SGN-U358012 
SGN-U357998 
SGN-U357876 
SGN-U351731 
SGN-U357868 
SGN-U351609 
SGN-U357742 
SGN-U357737 
SGN-U357736 
SGN-U357698 
SGN-U357691 
SGN-U357680 
SGN-U357671 
SGN-U357658 
SGN-U357587 
SGN-U357393 
SGN-U357373 
SGN-U351225 
SGN-U357255 
SGN-U357240 
Additional file 1:  
The Missing Genes. List of 195 unigenes for which the design of specific 
oligonucleotides could not be achieved and that are therefore absent from the 
PUCE CAFE microarray. 
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SGN-U357222 
SGN-U351033 
SGN-U357025 
SGN-U356995 
SGN-U350843 
SGN-U356938 
SGN-U356907 
SGN-U356886 
SGN-U356760 
SGN-U356700 
SGN-U356695 
SGN-U362832 
SGN-U362800 
SGN-U350506 
SGN-U362789 
SGN-U362780 
SGN-U356628 
SGN-U362738 
SGN-U362728 
SGN-U356569 
SGN-U350392 
SGN-U356529 
SGN-U356524 
SGN-U362656 
SGN-U362652 
SGN-U362637 
SGN-U362622 
SGN-U356462 
SGN-U362592 
SGN-U356439 
SGN-U362561 
SGN-U356411 
SGN-U350254 
SGN-U356396 
SGN-U356389 
SGN-U362516 
SGN-U356351 
SGN-U356328 
SGN-U362468 
SGN-U356324 
SGN-U356286 
SGN-U362422 
SGN-U356248 
SGN-U356246 
SGN-U356234 
SGN-U356217 
SGN-U350068 
SGN-U362328 
SGN-U356137 
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SGN-U362279 
SGN-U356114 
SGN-U362256 
SGN-U362228 
SGN-U362175 
SGN-U349834 
SGN-U355954 
SGN-U362057 
SGN-U349764 
SGN-U349724 
SGN-U361994 
SGN-U355845 
SGN-U361954 
SGN-U355808 
SGN-U361836 
SGN-U361831 
SGN-U361825 
SGN-U361792 
SGN-U361788 
SGN-U361786 
SGN-U361781 
SGN-U355627 
SGN-U361760 
SGN-U361711 
SGN-U361683 
SGN-U361615 
SGN-U361604 
SGN-U361560 
SGN-U361476 
SGN-U361475 
SGN-U361458 
SGN-U355305 
SGN-U355300 
SGN-U361429 
SGN-U349122 
SGN-U349114 
SGN-U361397 
SGN-U361337 
SGN-U361327 
SGN-U355183 
SGN-U349014 
SGN-U361285 
SGN-U361273 
SGN-U361229 
SGN-U361207 
SGN-U355015 
SGN-U348871 
SGN-U361134 
SGN-U361094 
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SGN-U361067 
SGN-U361060 
SGN-U348718 
SGN-U354841 
SGN-U360976 
SGN-U354804 
SGN-U360936 
SGN-U360898 
SGN-U360896 
SGN-U360858 
SGN-U360850 
SGN-U360823 
SGN-U354677 
SGN-U354670 
SGN-U360787 
SGN-U354640 
SGN-U360741 
SGN-U360723 
SGN-U354576 
SGN-U360686 
SGN-U354422 
SGN-U354358 
SGN-U354334 
SGN-U360477 
SGN-U360475 
SGN-U360468 
SGN-U354306 
SGN-U354305 
SGN-U360431 
SGN-U347984 
SGN-U360248 
SGN-U360232 
SGN-U360200 
SGN-U353989 
SGN-U360096 
SGN-U353884 
SGN-U359857 
SGN-U353632 
SGN-U353568 
SGN-U353567 
SGN-U359704 
SGN-U353550 
SGN-U353518 
SGN-U359634 
SGN-U353444 
SGN-U353375 
SGN-U353286 
SGN-U359428 
ANNEXE 2 
 
Unigene Oligonucleotide 
Cof::opCocaV10015513 SGN-U356510 
Cof::opCocaV10015511 SGN-U347161 
Cof::opCocaV10015451 SGN-U355453 
Cof::opCocaV10015421 SGN-U356181 
Cof::opCocaV10015414 SGN-U361311 
Cof::opCocaV10015390 SGN-U361983 
Cof::opCocaV10015386 SGN-U356573 
Cof::opCocaV10015256 SGN-U351191 
Cof::opCocaV10015232 SGN-U356863 
Cof::opCocaV10015177 SGN-U357764 
Cof::opCocaV10015115 SGN-U348189 
Cof::opCocaV10015091 SGN-U349720 
Cof::opCocaV10014980 SGN-U356136 
Cof::opCocaV10014913 SGN-U362019 
Cof::opCocaV10014874 SGN-U361725 
Cof::opCocaV10014868 SGN-U356226 
Cof::opCocaV10014866 SGN-U353457 
Cof::opCocaV10014858 SGN-U358775 
Cof::opCocaV10014832 SGN-U349544 
Cof::opCocaV10014831 SGN-U348401 
Cof::opCocaV10014819 SGN-U354028 
Cof::opCocaV10014799 SGN-U358661 
Cof::opCocaV10014770 SGN-U349087 
Cof::opCocaV10014736 SGN-U357341 
Cof::opCocaV10014607 SGN-U350427 
Cof::opCocaV10014477 SGN-U349855 
Cof::opCocaV10014404 SGN-U352949 
Cof::opCocaV10014380 SGN-U358507 
Cof::opCocaV10014340 SGN-U352985 
Cof::opCocaV10014250 SGN-U360229 
Cof::opCocaV10014236 SGN-U359875 
Cof::opCocaV10014217 SGN-U357810 
Cof::opCocaV10014207 SGN-U349583 
Cof::opCocaV10014195 SGN-U354407 
Cof::opCocaV10014152 SGN-U351253 
Cof::opCocaV10014100 SGN-U354864 
Cof::opCocaV10014025 SGN-U351733 
Cof::opCocaV10013957 SGN-U348100 
Cof::opCocaV10013953 SGN-U359747 
Cof::opCocaV10013918 SGN-U357952 
Cof::opCocaV10013900 SGN-U356839 
Cof::opCocaV10013795 SGN-U356370 
Additional file 2:  
Oligonucleotides that may cross-hybridize with 
several sequences. List of 371 oligonucleotides 
spotted on the microarray which have > 70% of 
overall identity to another unigene and have a 
contiguous identical length of more than 20 nt 
common to another unigene. 
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Cof::opCocaV10013711 SGN-U359987 
Cof::opCocaV10013671 SGN-U353587 
Cof::opCocaV10013656 SGN-U359869 
Cof::opCocaV10013649 SGN-U352247 
Cof::opCocaV10013565 SGN-U360453 
Cof::opCocaV10013510 SGN-U355562 
Cof::opCocaV10013455 SGN-U361840 
Cof::opCocaV10013440 SGN-U358639 
Cof::opCocaV10013406 SGN-U353294 
Cof::opCocaV10013402 SGN-U350075 
Cof::opCocaV10013398 SGN-U347400 
Cof::opCocaV10013333 SGN-U357641 
Cof::opCocaV10013283 SGN-U360902 
Cof::opCocaV10013252 SGN-U348461 
Cof::opCocaV10013201 SGN-U361169 
Cof::opCocaV10013174 SGN-U358858 
Cof::opCocaV10013168 SGN-U352653 
Cof::opCocaV10013133 SGN-U358420 
Cof::opCocaV10013104 SGN-U352208 
Cof::opCocaV10013003 SGN-U353792 
Cof::opCocaV10012981 SGN-U360728 
Cof::opCocaV10012932 SGN-U358613 
Cof::opCocaV10012910 SGN-U358691 
Cof::opCocaV10012801 SGN-U360935 
Cof::opCocaV10012797 SGN-U353307 
Cof::opCocaV10012781 SGN-U356313 
Cof::opCocaV10012721 SGN-U358064 
Cof::opCocaV10012575 SGN-U356228 
Cof::opCocaV10012513 SGN-U357629 
Cof::opCocaV10012504 SGN-U358449 
Cof::opCocaV10012497 SGN-U355002 
Cof::opCocaV10012430 SGN-U358893 
Cof::opCocaV10012374 SGN-U351940 
Cof::opCocaV10012348 SGN-U353422 
Cof::opCocaV10012329 SGN-U347354 
Cof::opCocaV10012267 SGN-U361511 
Cof::opCocaV10012263 SGN-U355945 
Cof::opCocaV10012261 SGN-U356571 
Cof::opCocaV10012226 SGN-U360587 
Cof::opCocaV10012191 SGN-U361883 
Cof::opCocaV10012157 SGN-U357422 
Cof::opCocaV10012098 SGN-U347783 
Cof::opCocaV10012060 SGN-U358703 
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Cof::opCocaV10012019 SGN-U360171 
Cof::opCocaV10011985 SGN-U353076 
Cof::opCocaV10011808 SGN-U355890 
Cof::opCocaV10011789 SGN-U358087 
Cof::opCocaV10011782 SGN-U357435 
Cof::opCocaV10011727 SGN-U360661 
Cof::opCocaV10011711 SGN-U360044 
Cof::opCocaV10011640 SGN-U356926 
Cof::opCocaV10011637 SGN-U359877 
Cof::opCocaV10011590 SGN-U351454 
Cof::opCocaV10011513 SGN-U358673 
Cof::opCocaV10011466 SGN-U357152 
Cof::opCocaV10011454 SGN-U348230 
Cof::opCocaV10011442 SGN-U353500 
Cof::opCocaV10011398 SGN-U358425 
Cof::opCocaV10011388 SGN-U354872 
Cof::opCocaV10011346 SGN-U350560 
Cof::opCocaV10011306 SGN-U359744 
Cof::opCocaV10011287 SGN-U359970 
Cof::opCocaV10011244 SGN-U360559 
Cof::opCocaV10011217 SGN-U353073 
Cof::opCocaV10011212 SGN-U360025 
Cof::opCocaV10011156 SGN-U356227 
Cof::opCocaV10011092 SGN-U357182 
Cof::opCocaV10011044 SGN-U355821 
Cof::opCocaV10011024 SGN-U357271 
Cof::opCocaV10010887 SGN-U358066 
Cof::opCocaV10010881 SGN-U347969 
Cof::opCocaV10010829 SGN-U356754 
Cof::opCocaV10010822 SGN-U353493 
Cof::opCocaV10010816 SGN-U348430 
Cof::opCocaV10010776 SGN-U358311 
Cof::opCocaV10010750 SGN-U352977 
Cof::opCocaV10010740 SGN-U348991 
Cof::opCocaV10010618 SGN-U355099 
Cof::opCocaV10010611 SGN-U356810 
Cof::opCocaV10010562 SGN-U350158 
Cof::opCocaV10010491 SGN-U358603 
Cof::opCocaV10010489 SGN-U349677 
Cof::opCocaV10010483 SGN-U349705 
Cof::opCocaV10010420 SGN-U360175 
Cof::opCocaV10010398 SGN-U359833 
Cof::opCocaV10010364 SGN-U350569 
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Cof::opCocaV10010351 SGN-U358185 
Cof::opCocaV10010340 SGN-U356588 
Cof::opCocaV10010334 SGN-U352492 
Cof::opCocaV10010324 SGN-U358450 
Cof::opCocaV10010311 SGN-U360706 
Cof::opCocaV10010301 SGN-U357615 
Cof::opCocaV10010284 SGN-U354462 
Cof::opCocaV10010264 SGN-U357505 
Cof::opCocaV10010263 SGN-U349961 
Cof::opCocaV10010256 SGN-U353289 
Cof::opCocaV10010121 SGN-U357030 
Cof::opCocaV10010119 SGN-U349818 
Cof::opCocaV10010102 SGN-U353386 
Cof::opCocaV10010089 SGN-U350550 
Cof::opCocaV10009982 SGN-U351923 
Cof::opCocaV10009952 SGN-U352456 
Cof::opCocaV10009931 SGN-U356603 
Cof::opCocaV10009921 SGN-U348794 
Cof::opCocaV10009774 SGN-U354751 
Cof::opCocaV10009722 SGN-U347128 
Cof::opCocaV10009710 SGN-U352947 
Cof::opCocaV10009690 SGN-U352866 
Cof::opCocaV10009664 SGN-U349792 
Cof::opCocaV10009604 SGN-U356260 
Cof::opCocaV10009547 SGN-U359911 
Cof::opCocaV10009349 SGN-U358766 
Cof::opCocaV10009294 SGN-U357630 
Cof::opCocaV10009281 SGN-U358823 
Cof::opCocaV10009258 SGN-U354266 
Cof::opCocaV10009256 SGN-U358429 
Cof::opCocaV10009183 SGN-U357715 
Cof::opCocaV10009166 SGN-U362186 
Cof::opCocaV10009161 SGN-U358121 
Cof::opCocaV10009125 SGN-U357882 
Cof::opCocaV10009117 SGN-U361741 
Cof::opCocaV10009099 SGN-U352739 
Cof::opCocaV10009077 SGN-U353591 
Cof::opCocaV10009031 SGN-U353688 
Cof::opCocaV10008885 SGN-U356188 
Cof::opCocaV10008883 SGN-U356194 
Cof::opCocaV10008728 SGN-U358055 
Cof::opCocaV10008692 SGN-U352270 
Cof::opCocaV10008660 SGN-U358455 
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Cof::opCocaV10008649 SGN-U357204 
Cof::opCocaV10008617 SGN-U360355 
Cof::opCocaV10008535 SGN-U362506 
Cof::opCocaV10008326 SGN-U350575 
Cof::opCocaV10008281 SGN-U362507 
Cof::opCocaV10008273 SGN-U351126 
Cof::opCocaV10008242 SGN-U349563 
Cof::opCocaV10008221 SGN-U361618 
Cof::opCocaV10008178 SGN-U360471 
Cof::opCocaV10008076 SGN-U357466 
Cof::opCocaV10008006 SGN-U357750 
Cof::opCocaV10008000 SGN-U360361 
Cof::opCocaV10007978 SGN-U360380 
Cof::opCocaV10007934 SGN-U347831 
Cof::opCocaV10007894 SGN-U356912 
Cof::opCocaV10007877 SGN-U357191 
Cof::opCocaV10007808 SGN-U352760 
Cof::opCocaV10007800 SGN-U360110 
Cof::opCocaV10007764 SGN-U356677 
Cof::opCocaV10007684 SGN-U351075 
Cof::opCocaV10007678 SGN-U357960 
Cof::opCocaV10007670 SGN-U357007 
Cof::opCocaV10007664 SGN-U359234 
Cof::opCocaV10007587 SGN-U354049 
Cof::opCocaV10007525 SGN-U351195 
Cof::opCocaV10007521 SGN-U357561 
Cof::opCocaV10007449 SGN-U357291 
Cof::opCocaV10007430 SGN-U360795 
Cof::opCocaV10007400 SGN-U356338 
Cof::opCocaV10007398 SGN-U356040 
Cof::opCocaV10007382 SGN-U357533 
Cof::opCocaV10007352 SGN-U350347 
Cof::opCocaV10007276 SGN-U354593 
Cof::opCocaV10007252 SGN-U362174 
Cof::opCocaV10007237 SGN-U354805 
Cof::opCocaV10007212 SGN-U359867 
Cof::opCocaV10007198 SGN-U356619 
Cof::opCocaV10007080 SGN-U357940 
Cof::opCocaV10007069 SGN-U353198 
Cof::opCocaV10006984 SGN-U359021 
Cof::opCocaV10006956 SGN-U353748 
Cof::opCocaV10006935 SGN-U356184 
Cof::opCocaV10006924 SGN-U354553 
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Cof::opCocaV10006846 SGN-U357394 
Cof::opCocaV10006732 SGN-U361061 
Cof::opCocaV10006712 SGN-U358366 
Cof::opCocaV10006642 SGN-U357844 
Cof::opCocaV10006622 SGN-U358409 
Cof::opCocaV10006606 SGN-U362694 
Cof::opCocaV10006604 SGN-U358811 
Cof::opCocaV10006574 SGN-U357716 
Cof::opCocaV10006541 SGN-U357058 
Cof::opCocaV10006533 SGN-U359095 
Cof::opCocaV10006479 SGN-U353364 
Cof::opCocaV10006411 SGN-U347896 
Cof::opCocaV10006396 SGN-U350609 
Cof::opCocaV10006392 SGN-U357160 
Cof::opCocaV10006375 SGN-U358715 
Cof::opCocaV10006374 SGN-U355198 
Cof::opCocaV10006333 SGN-U358352 
Cof::opCocaV10006307 SGN-U353716 
Cof::opCocaV10006229 SGN-U357247 
Cof::opCocaV10006206 SGN-U347946 
Cof::opCocaV10006142 SGN-U348835 
Cof::opCocaV10006048 SGN-U362830 
Cof::opCocaV10006028 SGN-U351718 
Cof::opCocaV10005983 SGN-U357129 
Cof::opCocaV10005970 SGN-U361064 
Cof::opCocaV10005878 SGN-U360124 
Cof::opCocaV10005717 SGN-U362378 
Cof::opCocaV10005639 SGN-U361265 
Cof::opCocaV10005632 SGN-U361538 
Cof::opCocaV10005597 SGN-U361033 
Cof::opCocaV10005585 SGN-U355113 
Cof::opCocaV10005575 SGN-U358818 
Cof::opCocaV10005553 SGN-U358159 
Cof::opCocaV10005501 SGN-U361215 
Cof::opCocaV10005470 SGN-U352782 
Cof::opCocaV10005468 SGN-U362133 
Cof::opCocaV10005464 SGN-U360351 
Cof::opCocaV10005422 SGN-U347211 
Cof::opCocaV10005411 SGN-U356598 
Cof::opCocaV10005344 SGN-U356970 
Cof::opCocaV10005343 SGN-U355589 
Cof::opCocaV10005330 SGN-U356538 
Cof::opCocaV10005283 SGN-U357056 
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Cof::opCocaV10005249 SGN-U362323 
Cof::opCocaV10005241 SGN-U356770 
Cof::opCocaV10005139 SGN-U353784 
Cof::opCocaV10005078 SGN-U354001 
Cof::opCocaV10005074 SGN-U361179 
Cof::opCocaV10004924 SGN-U359850 
Cof::opCocaV10004917 SGN-U352557 
Cof::opCocaV10004874 SGN-U356487 
Cof::opCocaV10004841 SGN-U358713 
Cof::opCocaV10004748 SGN-U352224 
Cof::opCocaV10004736 SGN-U356304 
Cof::opCocaV10004723 SGN-U357120 
Cof::opCocaV10004685 SGN-U356681 
Cof::opCocaV10004674 SGN-U352971 
Cof::opCocaV10004653 SGN-U358173 
Cof::opCocaV10004640 SGN-U357382 
Cof::opCocaV10004606 SGN-U349520 
Cof::opCocaV10004494 SGN-U358821 
Cof::opCocaV10004480 SGN-U358927 
Cof::opCocaV10004356 SGN-U360327 
Cof::opCocaV10004345 SGN-U348454 
Cof::opCocaV10004335 SGN-U361084 
Cof::opCocaV10004313 SGN-U357625 
Cof::opCocaV10004260 SGN-U350608 
Cof::opCocaV10004176 SGN-U359712 
Cof::opCocaV10004173 SGN-U362518 
Cof::opCocaV10004159 SGN-U355842 
Cof::opCocaV10004140 SGN-U362400 
Cof::opCocaV10004038 SGN-U349710 
Cof::opCocaV10003990 SGN-U356971 
Cof::opCocaV10003985 SGN-U353635 
Cof::opCocaV10003977 SGN-U357567 
Cof::opCocaV10003901 SGN-U358379 
Cof::opCocaV10003891 SGN-U358227 
Cof::opCocaV10003697 SGN-U362108 
Cof::opCocaV10003639 SGN-U361455 
Cof::opCocaV10003551 SGN-U361105 
Cof::opCocaV10003486 SGN-U351159 
Cof::opCocaV10003464 SGN-U360911 
Cof::opCocaV10003462 SGN-U351291 
Cof::opCocaV10003446 SGN-U361097 
Cof::opCocaV10003372 SGN-U353561 
Cof::opCocaV10003313 SGN-U362159 
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Cof::opCocaV10003296 SGN-U348439 
Cof::opCocaV10003160 SGN-U350886 
Cof::opCocaV10003156 SGN-U360205 
Cof::opCocaV10003076 SGN-U347605 
Cof::opCocaV10003075 SGN-U359902 
Cof::opCocaV10003036 SGN-U361891 
Cof::opCocaV10002997 SGN-U357609 
Cof::opCocaV10002949 SGN-U356626 
Cof::opCocaV10002850 SGN-U356583 
Cof::opCocaV10002832 SGN-U359072 
Cof::opCocaV10002668 SGN-U362402 
Cof::opCocaV10002667 SGN-U360072 
Cof::opCocaV10002663 SGN-U357463 
Cof::opCocaV10002606 SGN-U362251 
Cof::opCocaV10002595 SGN-U356026 
Cof::opCocaV10002571 SGN-U360539 
Cof::opCocaV10002545 SGN-U362692 
Cof::opCocaV10002397 SGN-U348160 
Cof::opCocaV10002280 SGN-U360775 
Cof::opCocaV10002241 SGN-U361916 
Cof::opCocaV10002239 SGN-U354502 
Cof::opCocaV10002233 SGN-U355913 
Cof::opCocaV10002214 SGN-U357762 
Cof::opCocaV10002201 SGN-U358161 
Cof::opCocaV10002192 SGN-U355538 
Cof::opCocaV10002158 SGN-U350127 
Cof::opCocaV10001921 SGN-U353486 
Cof::opCocaV10001701 SGN-U360448 
Cof::opCocaV10001688 SGN-U356355 
Cof::opCocaV10001577 SGN-U353410 
Cof::opCocaV10001440 SGN-U358143 
Cof::opCocaV10001430 SGN-U362049 
Cof::opCocaV10001409 SGN-U362650 
Cof::opCocaV10001406 SGN-U353912 
Cof::opCocaV10001401 SGN-U361005 
Cof::opCocaV10001390 SGN-U353727 
Cof::opCocaV10001347 SGN-U352923 
Cof::opCocaV10001303 SGN-U361434 
Cof::opCocaV10001298 SGN-U362726 
Cof::opCocaV10001283 SGN-U356939 
Cof::opCocaV10001282 SGN-U349028 
Cof::opCocaV10001267 SGN-U360407 
Cof::opCocaV10001221 SGN-U355523 
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Cof::opCocaV10001220 SGN-U360237 
Cof::opCocaV10001193 SGN-U351324 
Cof::opCocaV10001181 SGN-U352230 
Cof::opCocaV10001176 SGN-U357044 
Cof::opCocaV10001116 SGN-U362824 
Cof::opCocaV10000912 SGN-U357915 
Cof::opCocaV10000895 SGN-U354579 
Cof::opCocaV10000821 SGN-U358384 
Cof::opCocaV10000795 SGN-U354464 
Cof::opCocaV10000789 SGN-U352328 
Cof::opCocaV10000771 SGN-U361071 
Cof::opCocaV10000759 SGN-U350183 
Cof::opCocaV10000756 SGN-U361395 
Cof::opCocaV10000654 SGN-U360159 
Cof::opCocaV10000644 SGN-U358909 
Cof::opCocaV10000566 SGN-U361390 
Cof::opCocaV10000460 SGN-U355208 
Cof::opCocaV10000448 SGN-U354288 
Cof::opCocaV10000424 SGN-U362476 
Cof::opCocaV10000409 SGN-U357442 
Cof::opCocaV10000408 SGN-U361842 
Cof::opCocaV10000389 SGN-U362548 
Cof::opCocaV10000306 SGN-U358588 
Cof::opCocaV10000181 SGN-U356557 
Cof::opCocaV10000154 SGN-U357335 
Cof::opCocaV10000139 SGN-U359098 
Cof::opCocaV10000106 SGN-U361974 
Cof::opCocaV10000017 SGN-U358616 
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Additional file 3: Q-PCR and Microarray Data for 111 Genes of Interest Extracted from 
Experiment 1. Microarray and Q-PCR were compared by calculating the Pearson correlation 
coefficients. For the microarray, the data input into the correlation analysis was the Log2 ratio 
value of the weighted average and for each gene on the composite array representing all 
replicates. For qRT-PCR, we used the mean Log2 ratio value representing all replicate plants. 
All correlation analyses carried an alpha value of 0.01 and were performed using SAS 9.2. 
The list of the primers and relative sequence used for the qPCR are indicted as well as the 
efficiency of amplification for each couple of primers. 
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 r =0.79549
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UNIGENES Amorce R Amorce F Product siz PCR efficiency Putative function
SGN-U347142 DV707808 AGAATGCCAAGAATCGAATGC TGGCGGAACCAATTTTAAGAG 117,00 1,88 LACS2, Long chain Acyl-CoA synthetase
SGN-U347219 DV697121 GGACCAGGAGCTGTTGATTTT TCTGTCATGGAAGTGAAGCAA 140,00 1,75 LACS1, Long chain Acyl-CoA synthetase
SGN-U350674 EL645414 CTTTCATGGGCTCTGGCTCT GCCAAAATCTCAGGCATCAA 114,00 1,91 caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase CCoAOMT
SGN-U350714 EE200490 ATAGGCACCAGGCCATTCTG CCCCAATGAACCATCTCAGC 93,00 1,88 Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme 2 
SGN-U350724 DV698082 GCAAATCCATCCGTTGAAAAC TTGTCAGGTGCTATGAGGTTGG 121,00 2,00 F10a:  Acyl-ACP Thioesterase Fat A  (EC 3.1.2.14)
SGN-U350807 AF454631 GCCAGACCGTAAAGCCTCTC ATCGCATCCGACTCCT 94,00 1,97 COMT
SGN-U350946 EE200044 GGGAGGCCAATGTTTTCACT CAAGAGCAACAACCCCAACA 125,00 1,91 12S Storage protein
SGN-U351021 EE195889 AGTTGGACAAGGAGCAATGG GCACTACGGGTGGAGGACC 92,00 1,99 pectate lyase    
SGN-U351081 DV698259 CTGATTTAGGCAGCAGACCA CGATACAACCACCCAGATGTT 115,00 1,60 Hexokinase
SGN-U351087 DV698296 TCGAGAAATGGGCTGAAGATT GCTTCCTTTGCTACCTTGGAA 115,00 1,95 LACS8, Long chain Acyl-CoA synthetase
 e
SGN-U347362 EE194479 TGGCAAGACGAGCTTTTTGA GTTCCATTCCCTCCATCCAG 127,00 1,89 Rafinose synthase
SGN-U347468 EE199348 GAGCTCCATGCAGATACGGC CCAGTCCGAATCCTTAACCAG 94,00 1,91 Cyclophylin
SGN-U347498 DV703229 GATGATGCGAAGAATGGTCA GGGAAGCAGTGTGGAAAACC 139,00 1,85 CCR1
SGN-U347527 DQ269126 AAAGGAGGCCAATGATGGTG TCGAGAAAAGAGCGGAGGAG 96,00 2,00 C3'H CYP98AC1
SGN-U347527 DQ269127 AAAGGAGGCCAATGATGGTG TCGAGAAAAGAGCGGAGGAG 101,00 1,91 C3'H CYP98AC2
SGN-U347613 EE193134 CATACTCGTCCCACCCACTT CACAGATGGAATCAACCCAGA 107,00 1,89 polygalacturonase
SGN-U347729 DV711473 CGAGCAGGAGTTTGAGTGGT AAATCGCCGTCAGTTCCAG 132,00 1,94 ADP glucose pyrophosphorylase (plastid)
SGN-U347733 EE192973 AGATCCATTTGCGAACAACG ACTAGGCTGCTACCTGATGCC 130,00 1,97 Sucrose synthase
SGN-U347742 DV690489 TCCCACCTTGTTTTCCTCGT TGCTCCTCTCTGTGCTTTGAG 105,00 1,83 F6 - Hydroxyacyl-ACP dehydrase
SGN-U347744 EE194808 ATGGGGGTTCACAAATTACCC CAACTCCAACTCGATCACCAA 110,00 1,80 cad 2-3
SGN-U347752 EE198746 TTGTCCGAAAGTGGTGTTGAC GGGAAGCGAATGATAAAGTGC 111,00 1,94 cad7-8 
SGN-U347793 EE191863 TTGAAGCCATGATGAATTTGG ATGGCTTTGCAGTTGAATGC 106,00 1,93 stearoyl-acyl carrier protein desaturase 
SGN-U347880 EE197767 TGGCACGAATAGGGTTGAAA GGCACACAATCTGGTGGAAT 91,00 1,90 Galactokinase
SGN-U347922 EE199602 CTTTTGATGTTGTTCTGGTTGC TGTTTGTTATTGGGCTGCTG 139,00 1,88 Glucan endo 1,3 beta D glucosidase
SGN-U347948 AM087675 CGGGTCGGGTCCAGTAGATA GGATGTGATGTGATGTGATGAA 106,00 1,96 Sucrose synthase 2 
SGN-U347974 EE197082 GTTACAGGAGCAGGGGGATAC TATTTCTCATCGTCGGGGTTT 104,00 1,93 CCR like1, like2, like3
SGN-U348060 DV674569 TACAAGGGTGCTGGCTTTTG CAGCGCGACTTCTTAGTGGA 86,00 1,92 F7:  Plastidial Enoyl-ACP Reductase  
SGN-U348063 EE199490 CAGCAAGAAAAGCAAGCCTC TGGAGGAGGAAATTGATCAGC 117,00 1,89 Sugar transporter family   
SGN-U348076 EH662415 GAACCACCGCAACCTCACT GGGACGATACCACCACAAGA 92,00 1,94 C4H
SGN-U348085 EE196983 TCGTAATGAGGCAACGAAGG CTTGCCTGGGTTGTCTGTG 107,00 1,90 Omega-6 fatty acid desaturase 
SGN-U348109 DV708968 GAGCTTGGAAGTGGAGAAGGA TATGGCAAATCCCACAGCATA 140,00 1,86 cad 4- 5
SGN-U348109 EE195971 TCCAAGCTCCCCATTTTCTG ACACCAACACTCCCCATTGC 123,00 1,95 Cinnamyl-alcohol dehydrogenase CAD
SGN-U348135 EE198652 GTTCCCACAAGGAAGCATTG ACCCGGAGTCCATTTTGG 95,00 1,97 Xylosidase
SGN-U348168 EE198600 TGTCGGGGTACATCACCTCA GCCATTCCCAAGCTCATTCA 127,00 1,96 Starch synthase 
SGN-U348210 EE198324 CCCGGAAGATACAGGATTGG GGATGCTAGATGGACCCACTG 126,00 1,94 galactose oxidase 
SGN-U348226 EE199013 ACTCGGCACCAACCAACCTA GGGGATATGCGTTTGCACTT 92,00 1,92 Hexose carrier protein
SGN-U348283 EE200469 ATTCCACCTCCTGTCATTGG CTGGCACGGGTAGTCTTTTG 131,00 1,93 arabinosidase ARA-1
SGN-U348284 EE198092 CGATGCAGATTGATGGACAG AACGCATGACAAAAGACACAGC 91,00 1,95 beta-ketoacyl ACP synthase I 
SGN-U348291 EE197326 CCTTTGTTATTGGGCGGAAG CAGCGGATGAGGCTGAACTA 124,00 1,93 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase
SGN-U348350 DV695361 TTGGAGACCATGTTGGAGTTG CCCATCAAAAGTGAGGACTGG 113,00 1,92 cad1
SGN-U348442 DV688205 CCACCATTCTCACTCCAAGG CCATCCACAGCAACCTCATT 135,00 1,88 F2C : Biotin Carboxyl Carrier Protein (At5g16390) 
SGN-U348462 EE200308 TGCATTGCGAGCTTAAGGAA GTTCTCGCCTTCAAGTCCG 112,00 1,99 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase 
SGN-U348474 EE193323 ACAGTTCCAGCGAGGGCATA ATTTTGAGGGGCGTGTTCAT 88,00 2,00 aconitase
SGN-U348474 EE197573 TGACGCTGGGGTTTGATGTA AGGAGCAAGGAAAAGCAGCA 117,00 1,90 Aconitase
SGN-U348506 DV689729 CGGGACTACTGGACTGCCTAA ATTTGGGTTCTCTCCGTCAAC 91,00 1,98 4cl3
SGN-U348516 EE196074 TGGAGCCTGTTGTCTCTTCG GAGCTTCTTCTGGGATTGGAG 94,00 1,96 Steroleosin
SGN-U348531 EE196728 CATGGAAAATGGTGGACCTG GGCAATCCTTCTGCAATCAA 96,00 1,95 PHOSPHOGLUCOMUTASE
SGN-U348571 EE195901 CAGTCCGAACATTCCTCTCC ATCGAGAGAGATGGCATTGG 95,00 1,97 Caleosine
SGN-U348624 EE196005 ATAGCTTCACCGGACTTCTTGG TCCAGTTCTGTTTACGGGTTGA 107,00 1,88 UDP-glucuronate 4-epimerase AtUGlcAE1 (EC 5.1.3.6)
SGN-U348647 EE195943 CACCTTCCTCAACCCTTTGG GTCTGCCTAGCCGTGCCTAT 92,00 1,87 galactinol synthase
SGN-U348664 EE195803 GCCGTAACCGTGGCTCAT TCCGCAACACCAAGTCCTAC 119,00 1,99 Esterase/Lipase
SGN-U348687 DV681807 GGCAAGAAATGAGCAACTTCAG GCATCCACCCCTTAGACAACAT 138,00 1,96 E25 : 1-acylglycerophosphorylcholine acyltransferase (LPCAT) EC 2.3.1.23
SGN-U348695 EE195881 CAACCTCATCGCTCGCTATC GGCACCACAACCTCATCTGT 87,00 1,90 UDP glucose pyrophosphorylase
SGN-U348702 EE196692 TTGCCATGAGTTCAATGTGG CAAACCAAACCTCCCCTCTC 103,00 1,99 cellulase
SGN-U348705 DV698417 GCGATGGAGGGAGTACAAAAAG AATGAAGAACGATGCCCGTTAT 105,00 1,89 Fructokinase
SGN-U348730 DV704130 TGGAAAACCTGCTCTGCATC CTGCACCAGGACCATCAAAT 140,00 1,84 Phosphofructokinase
SGN-U348789 DV678913 GCTTGAACGGCTAAGGGATT AACAGGCAACCCAGATGATG 124,00 1,92 E3/E25 - ER 1-Acylglycerol-Phosphate Acyltransferase  
SGN-U348799 DV710699 GTTGGGATTGTTGAGCGTGT GGGGTGCAAGTTTTTCCAAT 95,00 1,95 Phosphoglucose isomerase (G6P isomerase)
SGN-U348800 DV710279 GCTACATTGGGTCTTGGTTGG TGCTTCGTCTCTTTCTCATCC 97,00 1,92 CCR like 5 
SGN-U348803 DV704414 GCAGGGAAAAGAAGTTGTGGT TAAGCATTCGGTCCATAGCC 84,00 1,85 ccrlike
SGN-U348813 EE198074 GCCGTTTCCGAAGATTCC GTTACGGAGTTACCACTGGG 115,00 1,85 Phenylalanine ammonia-lyase 2  
SGN-U349042 DV705646 CTGGCGAGTGAAGCAGAGTT AGCCTCTTGGGTCAGCAAAT 139,00 1,87 F11a:Plastidial Pyruvate Dehydrogenase E1a  (At1g01090)
SGN-U349054 CAJ40778 GGACACCGCAGTTTCAGG CCCAGCCTCAATTCCAGC 101,00 1,93 HCT shikimate AM116757
SGN-U349452 DV711950 GGTTCCCCTGGTTGTATTGA CAGCACACACATCGGTTGAC 115,00 1,97 O1 - Diacylglycerol acyltransferase (DAGAT at2g19450)
SGN-U349469 Am117807 GATTCGGATGTCGCTCTTTCT TGAGTTTGGATGACAGGTTCG 82,00 1,81 4cl8
SGN-U349924 DV676158 CGCTTCCAAGAGAGACCAAAAT CAGTGTTCCCTATGCCTTGATA 122,00 1,99 Sucrose transporter'
SGN-U350103 DV683183 TGTTCGCAAGAAGGTAGATGC CTCCCCACCAACTTCCATTTA 101,00 1,90 LACS9, Plastidial Long chain Acyl-CoA synthetase
SGN-U350118 DV682450 AGGAACCTTGGAGGAATGGA TCAGGGTGAAACTGCCAACT 135,00 1,90 F11b: Plastidial Pyruvate Dehydrogenase 
SGN-U350187 EE197220 GCCCGAAAGAACCAGAAGC CCTCCTCTTCCTCCTCAATGG 113,00 1,97 Oleosin
SGN-U350275 DV682513 TGATTGCCATGCTCTTGAAAC GGGCAGTAAGCAGTAGGGAGT 87,00 1,87 Ccoaomt 7
SGN-U350503 DV684998 TGACACCCCGTGAAGTGAGT GGGAGAGGAGATTGAGGAGGAG 139,00 1,89 Galactomannan galactosyltransferase 
SGN-U350529 EE193281 TCACCAAGCAGTCCAGCAGT CGCGAAAACTTCAGCATCAG 125,00 1,97 Acyl-ACP thioesterase 
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q-PCR Log2 
(bean/flower)
q-PCR 
Log2(leaf/flower)
q-PCR 
Log2(leaves/beans)
microarray 
log2(BEAN/FLOWER
)
microarray 
log2(LEAF/BEAN)
microarray 
Log2(LEAF/FLOWER)
3,20 6,01 2,82 -0,22 0,24 -0,02
-6,31 1,19 7,50 -0,39 0,60 0,11
1,86 0,50 -1,36 0,96 -0,15 0,87
2,38 -1,11 -3,49 0,64 -1,79 -0,95
1,42 1,45 0,03 -0,33 0,44 0,14
-1,09 0,25 1,35 -1,20 -0,35 -2,01
18,79 2,99 -15,81 6,10 -6,26 -0,12
-1,12 -1,75 -0,63 -2,41 0,30 -1,88
2,47 0,98 -1,49 0,09 -0,38 -0,18
1,81 0,40 -1,41 0,90 -1,03 -0,03
-6,80 -4,05 2,75 -5,95 3,01 -2,69
-0,23 0,82 1,05 -1,88 2,35 0,92
0,41 -2,80 -3,21 -1,77 -1,44 -3,00
-0,31 2,32 2,63 -1,28 3,03 1,69
1,39 0,64 -0,76 -1,28 3,03 1,69
-9,54 -0,80 8,74 -5,90 4,94 -0,57
-1,70 5,18 6,88 -0,46 2,82 2,59
1,47 1,27 -0,20 -0,57 1,34 0,94
-1,25 1,26 2,51 -1,94 2,12 0,21
-1,00 0,32 1,32 -2,09 1,94 -0,05
0,87 -0,31 -1,18 -0,49 0,28 0,04
0,40 0,58 0,18 -1,61 1,02 -0,50
0,01 0,75 0,74 -1,10 1,55 0,63
2,57 1,51 -1,06 1,56 -0,37 1,23
2,34 -0,58 -2,92 1,34 -2,56 -1,12
0,15 -7,31 -7,45 2,31 -2,38 0,06
-2,13 0,40 2,53 -2,86 2,36 -0,27
1,77 -0,27 -2,04 0,70 -1,09 -0,43
-2,06 -0,54 1,53 -3,42 2,64 -0,53
-2,40 -1,36 1,05 -3,45 1,72 -1,63
1,84 1,24 -0,60 0,53 -0,13 0,33
2,16 1,38 -0,78 0,53 -0,13 0,33
2,62 -4,84 -7,46 1,27 -5,97 -4,42
2,04 1,26 -0,78 -0,01 0,97 0,85
3,04 0,72 -2,32 0,23 -0,26 -0,06
-2,76 -4,34 -1,58 -1,46 -0,42 -2,57
-0,07 -1,29 -1,22 -1,64 -0,24 -1,80
-1,23 1,04 2,27 0,07 -0,47 -0,34
-9,57 -6,77 2,80 -5,32 0,61 -4,86
0,36 0,05 -0,31 -0,45 1,78 1,24
-0,46 0,37 0,83 -0,85 0,86 -0,03
-2,44 1,32 3,76 -2,41 3,05 0,72
-1,13 -0,36 0,77 -1,62 1,27 -0,15
-1,49 -0,58 0,91 -1,62 1,27 -0,15
1,68 0,07 -1,61 -0,55 -0,20 -0,44
13,30 -0,66 -13,96 5,02 -5,32 0,06
-0,31 -0,28 0,03 -1,31 0,89 -0,33
10,95 1,03 -9,92 7,42 -7,61 -0,04
-2,57 3,24 5,81 -1,23 3,94 2,69
4,59 3,13 -1,47 2,96 -0,79 2,03
-3,05 -2,02 1,03 -4,29 1,96 -2,11
1,55 0,22 -1,33 -1,33 -0,15 -1,19
2,64 -0,88 -3,51 0,39 -2,06 -1,43
0,09 -2,60 -2,70 -0,32 -0,33 -0,38
1,02 1,97 0,95 -0,29 1,71 1,41
3,83 0,73 -3,11 2,44 -2,32 0,06
0,35 -0,16 -0,50 -1,14 0,81 -0,31
2,04 -0,27 -2,31 0,49 -1,36 -0,79
-0,16 1,46 1,63 -0,67 1,43 0,87
-1,07 1,70 2,76 -1,00 1,91 0,66
-2,42 -2,01 0,41 -3,65 1,40 -1,93
-1,28 -0,12 1,16 -0,77 0,60 -0,15
2,28 1,26 -1,02 0,49 -0,60 0,08
4,88 1,78 -3,10 3,10 -2,01 0,95
1,69 0,49 -1,20 -0,56 -0,16 -0,59
1,63 -0,76 -2,39 -0,05 0,25 0,26
3,07 0,61 -2,46 1,66 -1,51 0,10
1,50 1,31 -0,19 0,46 0,58 0,89
16,29 -1,36 -17,65 2,89 -3,09 -0,33
-0,18 -2,62 -2,44 -1,37 -1,72 -3,00
7,15 2,50 -4,65 4,81 -3,92 0,82
0,35 -0,74 -1,09 -2,31 -0,05 -2,22
UNIGENES
SGN-U347142
SGN-U347219
SGN-U347613
SGN-U347729
SGN-U347733
SGN-U347742
SGN-U347744
SGN-U347752
SGN-U347793
SGN-U347880
SGN-U347922
SGN-U347948
SGN-U347974
SGN-U348060
SGN-U348063
SGN-U348076
SGN-U348085
SGN-U348109
SGN-U348109
SGN-U348135
SGN-U348168
SGN-U348210
SGN-U348226
SGN-U348283
SGN-U348284
SGN-U348291
SGN-U348350
SGN-U348442
SGN-U348462
SGN-U348474
SGN-U348474
SGN-U348506
SGN-U348516
SGN-U348531
SGN-U348571
SGN-U348624
SGN-U348647
SGN-U348664
SGN-U348687
SGN-U348695
SGN-U348702
SGN-U348705
SGN-U348730
SGN-U348789
SGN-U348799
SGN-U348800
SGN-U348803
SGN-U348813
SGN-U349042
SGN-U349054
SGN-U349452
SGN-U349469
SGN-U349924
SGN-U350103
SGN-U350118
SGN-U350187
SGN-U350275
SGN-U350503
SGN-U350529
SGN-U350674
SGN-U350714
SGN-U350724
SGN-U350807
SGN-U350946
SGN-U351021
SGN-U351081
SGN-U351087
SGN-U347362
SGN-U347468
SGN-U347498
SGN-U347527
SGN-U347527
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EXPERIMENTAL DESIGN 
Definition of experimental and control  groups 
Number within each group 
Assay carried out by core lab or investigator's lab? 
Acknowledgement of authors' contributions  
SAMPLE 
Description 
     Volume/mass of sample processed 
    Microdissection or macrodissection 
Processing procedure 
     If frozen - how and how quickly? 
     If fixed - with what, how quickly? 
 
Sample storage conditions and duration (especially for FFPE samples) 
Additional file 4 
MIQE document (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time 
PCR Experiments). 
 
 
Experimental design is provided in the material and method section. Tissues (5 g) were harvested 
in the greenhouse and immediately frozen in liquid nitrogen. Tissues were stored in -80°C freezer 
until RNA extraction would be performed. Generally, storage did not exceed one week. 
Assays (Q-PCR experiment) were carried out by core lab. 
 
NUCLEIC ACID EXTRACTION 
Procedure and/or instrumentation 
     Name of kit and details of any modifications 
     Source of additional reagents used  
Details of DNase or RNAse treatment 
Contamination assessment (DNA or RNA) 
Nucleic acid quantification  
     Instrument and method 
     Purity (A260/A280)  
     Yield 
RNA integrity method/instrument 
    RIN/RQI or Cq of 3' and 5' transcripts  
    Electrophoresis traces 
 Inhibition testing (Cq dilutions, spike or other)  
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Tissues were ground into a powder in liquid nitrogen and total RNA was extracted using the 
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Cat# 74904), then treated with RQ1 DNAse (Promega, 
Cat#M6101) following the manufacturer’s instructions. Total RNAs were finally eluted from the 
columns with RNase-free water (2x30μL). For each tissue, three independent RNA extractions  
were performed. All RNA samples were analyzed by formaldehyde agarose gel electrophoresis to 
assess their integrity.To test for contamination by polyphenols, carbohydrates and proteins, a 
NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, DE, USA) was used. Only 
RNA samples with OD 260/280 > 1.8 and OD 260/230 > 2 were used for further analysis. Exact 
values for each RNA can be provided upon request. The yield is about 10 μg of RNA per 100 mg 
of frozen powder. 
 
REVERSE TRANSCRIPTION 
Complete reaction conditions 
     Amount of RNA and reaction volume 
    Priming oligonucleotide (if using GSP) and concentration 
     Reverse transcriptase and concentration 
     Temperature and time 
     Manufacturer of reagents and catalogue numbers 
Cqs with and without RT 
Storage conditions of cDNA 
 
M-MLV Reverse Transcriptase from Invitrogen (Cat#28025-021; 200U/µl) was used for the 
generation of first strand cDNA in a 20µl reaction volume. 1µg of RNA (variable concentration), 
1µL of random hexamer (50µM) and 1µl of dNTP mix (Invitrogen) were mixed, incubated at 
65°C for 10min, and quickly chilled on ice. 4µL of 5x Buffer, 2µL of DTT 100mM, and 1µL of 
RNAsin (40U/uL) were added, and the reaction mix was incubated at 42°C for 2min. 1µL of the 
M-MLV were added, and the reaction mix was incubated at 42°C for 60min, then at 70°C for 
15min. cDNA was stored in low adhesion tubes at -20°C. 
 
qPCR TARGET INFORMATION 
If multiplex, efficiency and LOD of each assay. 
Sequence accession number 
Location of amplicon 
     Amplicon length 
     In silico specificity screen (BLAST, etc) 
     Pseudogenes, retropseudogenes or other homologs? 
          Sequence alignment 
     Secondary structure analysis of amplicon 
Location of each primer by exon or intron (if applicable) 
     What splice variants are targeted? 
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Multiplex qPCR was not performed. Sequence accession numbers and amplicon lengths are 
included in Additional file 3.  Primers were designed in exons or UTR regions close to the 3’end 
of the gene. No splice variants were targeted. 
 
qPCR OLIGONUCLEOTIDES 
Primer sequences 
RTPrimerDB Identification Number  
Probe sequences 
Location and identity of any modifications 
Manufacturer of oligonucleotides 
Purification method 
 
Primer sequences are included in the manuscript as Additional file 3. No modifications were 
used. Primers were purchased from Eurofins MWG Operon and are salt-free. 
 
 
qPCR PROTOCOL 
Complete reaction conditions 
     Reaction volume and amount of cDNA/DNA 
     Primer, (probe), Mg++ and dNTP concentrations 
     Polymerase identity and concentration  
     Buffer/kit identity and manufacturer  
     Exact chemical constitution of the buffer 
     Additives (SYBR Green I, DMSO, etc.) 
Manufacturer of plates/tubes and catalog number 
Complete thermocycling parameters 
Reaction setup (manual/robotic) 
Manufacturer of qPCR instrument 
 
 
The PCR reactions were performed using Roche's LC480 and white 384 well-plates. 5 µl of 
primers at 300 nM were distributed into wells and lyophilized. 2.5 µl of 2x SybrGreen PCR mix 
(Roche; #4887352001) and 2.5 µl of cDNA at 0.8 ng/µl were then added to each well. PCR 
parameters were as follow: 10 min. at 95°C, followed by 15 sec. at 95°C and 30 sec. at 95°C for 
45 cycles. For the dissociation curves, fluorescence was recorded continuously during a ramp 
from 60°C to 95°C. 
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qPCR VALIDATION 
Evidence of optimisation (from gradients)  
Specificity (gel, sequence,  melt, or digest) 
For SYBR Green I, Cq of the NTC 
Standard curves with slope and y-intercept 
     PCR efficiency calculated from slope 
     r2 of standard curve 
Linear dynamic range 
     Cq variation at lower limit 
Evidence for limit of detection  
If multiplex, efficiency and LOD of each assay. 
 
The specificity of the amplification products have been confirmed by analyzing their melting 
curves, by size estimations on a 4% agarose gel, and finally by sequencing of the products. 
Without a template, no Cq could be determined since it never passed the threshold line. PCR 
efficiencies are included in Additional file 3. 
 
 
DATA ANALYSIS 
qPCR analysis program (source, version) 
     Cq method determination 
     Outlier identification and disposition 
Results of NTCs  
Justification of number and choice of reference genes 
Description of normalisation method 
Number and concordance of biological replicates 
Number and stage (RT or qPCR) of technical replicates 
Repeatability (intra-assay variation) 
Reproducibility (inter-assay variation, %CV) 
Power analysis 
Statistical methods for result significance 
Software (source, version) 
Cq or raw data submission using RDML 
 
qPCR analysis program (source, version): Roche 
Cq’s were determined by setting the threshold to -1.0 using a log scale, 
No data have been exclude from the calculations 
Results of NTCs: no amplification products present thus no Cqs  
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Justification of number and choice of reference genes: 3 genes have been selected 
Description of normalisation method: endogenous reference gene 
Number and concordance of biological replicates: 3 
Number and stage (RT or qPCR) of technical replicates: 3 at qPCR level, 1 for RT (Mn samples)  
Repeatability (intra-assay variation): was below one Cq 
ANNEXE 5 
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 r = 0.78807
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Additional file 5 
Genes Significantly Expressed in Experiment 2. For each species analyzed in 
Experiment 2 (C. arabica, C. canephora, C. eugenoides), genes showing a significant 
hybridization signal compared to the background noise are indicated. 
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 r =0.79549
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UNIGENES Amorce R Amorce F Product size PCR efficiency Putative function
SGN-U347142 DV707808 AGAATGCCAAGAATCGAATGC TGGCGGAACCAATTTTAAGAG 117,00 1,88 LACS2, Long chain Acyl-CoA synthetase
SGN-U347219 DV697121 GGACCAGGAGCTGTTGATTTT TCTGTCATGGAAGTGAAGCAA 140,00 1,75 LACS1, Long chain Acyl-CoA synthetase
SGN-U350674 EL645414 CTTTCATGGGCTCTGGCTCT GCCAAAATCTCAGGCATCAA 114,00 1,91 caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase CCoAOMT
SGN-U350714 EE200490 ATAGGCACCAGGCCATTCTG CCCCAATGAACCATCTCAGC 93,00 1,88 Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme 2 
SGN-U350724 DV698082 GCAAATCCATCCGTTGAAAAC TTGTCAGGTGCTATGAGGTTGG 121,00 2,00 F10a:  Acyl-ACP Thioesterase Fat A  (EC 3.1.2.14)
SGN-U350807 AF454631 GCCAGACCGTAAAGCCTCTC ATCGCATCCGACTCCT 94,00 1,97 COMT
SGN-U350946 EE200044 GGGAGGCCAATGTTTTCACT CAAGAGCAACAACCCCAACA 125,00 1,91 12S Storage protein
SGN-U351021 EE195889 AGTTGGACAAGGAGCAATGG GCACTACGGGTGGAGGACC 92,00 1,99 pectate lyase    
SGN-U351081 DV698259 CTGATTTAGGCAGCAGACCA CGATACAACCACCCAGATGTT 115,00 1,60 Hexokinase
SGN-U351087 DV698296 TCGAGAAATGGGCTGAAGATT GCTTCCTTTGCTACCTTGGAA 115,00 1,95 LACS8, Long chain Acyl-CoA synthetase
SGN-U347362 EE194479 TGGCAAGACGAGCTTTTTGA GTTCCATTCCCTCCATCCAG 127,00 1,89 Rafinose synthase
SGN-U347468 EE199348 GAGCTCCATGCAGATACGGC CCAGTCCGAATCCTTAACCAG 94,00 1,91 Cyclophylin
SGN-U347498 DV703229 GATGATGCGAAGAATGGTCA GGGAAGCAGTGTGGAAAACC 139,00 1,85 CCR1
SGN-U347527 DQ269126 AAAGGAGGCCAATGATGGTG TCGAGAAAAGAGCGGAGGAG 96,00 2,00 C3'H CYP98AC1
SGN-U347527 DQ269127 AAAGGAGGCCAATGATGGTG TCGAGAAAAGAGCGGAGGAG 101,00 1,91 C3'H CYP98AC2
SGN-U347613 EE193134 CATACTCGTCCCACCCACTT CACAGATGGAATCAACCCAGA 107,00 1,89 polygalacturonase
SGN-U347729 DV711473 CGAGCAGGAGTTTGAGTGGT AAATCGCCGTCAGTTCCAG 132,00 1,94 ADP glucose pyrophosphorylase (plastid)
SGN-U347733 EE192973 AGATCCATTTGCGAACAACG ACTAGGCTGCTACCTGATGCC 130,00 1,97 Sucrose synthase
SGN-U347742 DV690489 TCCCACCTTGTTTTCCTCGT TGCTCCTCTCTGTGCTTTGAG 105,00 1,83 F6 - Hydroxyacyl-ACP dehydrase
SGN-U347744 EE194808 ATGGGGGTTCACAAATTACCC CAACTCCAACTCGATCACCAA 110,00 1,80 cad 2-3
SGN-U347752 EE198746 TTGTCCGAAAGTGGTGTTGAC GGGAAGCGAATGATAAAGTGC 111,00 1,94 cad7-8 
SGN-U347793 EE191863 TTGAAGCCATGATGAATTTGG ATGGCTTTGCAGTTGAATGC 106,00 1,93 stearoyl-acyl carrier protein desaturase 
SGN-U347880 EE197767 TGGCACGAATAGGGTTGAAA GGCACACAATCTGGTGGAAT 91,00 1,90 Galactokinase
SGN-U347922 EE199602 CTTTTGATGTTGTTCTGGTTGC TGTTTGTTATTGGGCTGCTG 139,00 1,88 Glucan endo 1,3 beta D glucosidase
SGN-U347948 AM087675 CGGGTCGGGTCCAGTAGATA GGATGTGATGTGATGTGATGAA 106,00 1,96 Sucrose synthase 2 
SGN-U347974 EE197082 GTTACAGGAGCAGGGGGATAC TATTTCTCATCGTCGGGGTTT 104,00 1,93 CCR like1, like2, like3
SGN-U348060 DV674569 TACAAGGGTGCTGGCTTTTG CAGCGCGACTTCTTAGTGGA 86,00 1,92 F7:  Plastidial Enoyl-ACP Reductase  
SGN-U348063 EE199490 CAGCAAGAAAAGCAAGCCTC TGGAGGAGGAAATTGATCAGC 117,00 1,89 Sugar transporter family   
SGN-U348076 EH662415 GAACCACCGCAACCTCACT GGGACGATACCACCACAAGA 92,00 1,94 C4H
SGN-U348085 EE196983 TCGTAATGAGGCAACGAAGG CTTGCCTGGGTTGTCTGTG 107,00 1,90 Omega-6 fatty acid desaturase 
SGN-U348109 DV708968 GAGCTTGGAAGTGGAGAAGGA TATGGCAAATCCCACAGCATA 140,00 1,86 cad 4- 5
SGN-U348109 EE195971 TCCAAGCTCCCCATTTTCTG ACACCAACACTCCCCATTGC 123,00 1,95 Cinnamyl-alcohol dehydrogenase CAD
SGN-U348135 EE198652 GTTCCCACAAGGAAGCATTG ACCCGGAGTCCATTTTGG 95,00 1,97 Xylosidase
SGN-U348168 EE198600 TGTCGGGGTACATCACCTCA GCCATTCCCAAGCTCATTCA 127,00 1,96 Starch synthase 
SGN-U348210 EE198324 CCCGGAAGATACAGGATTGG GGATGCTAGATGGACCCACTG 126,00 1,94 galactose oxidase 
SGN-U348226 EE199013 ACTCGGCACCAACCAACCTA GGGGATATGCGTTTGCACTT 92,00 1,92 Hexose carrier protein
SGN-U348283 EE200469 ATTCCACCTCCTGTCATTGG CTGGCACGGGTAGTCTTTTG 131,00 1,93 arabinosidase ARA-1
SGN-U348284 EE198092 CGATGCAGATTGATGGACAG AACGCATGACAAAAGACACAGC 91,00 1,95 beta-ketoacyl ACP synthase I 
SGN-U348291 EE197326 CCTTTGTTATTGGGCGGAAG CAGCGGATGAGGCTGAACTA 124,00 1,93 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase
SGN-U348350 DV695361 TTGGAGACCATGTTGGAGTTG CCCATCAAAAGTGAGGACTGG 113,00 1,92 cad1
SGN-U348442 DV688205 CCACCATTCTCACTCCAAGG CCATCCACAGCAACCTCATT 135,00 1,88 F2C : Biotin Carboxyl Carrier Protein (At5g16390) 
SGN-U348462 EE200308 TGCATTGCGAGCTTAAGGAA GTTCTCGCCTTCAAGTCCG 112,00 1,99 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase 
SGN-U348474 EE193323 ACAGTTCCAGCGAGGGCATA ATTTTGAGGGGCGTGTTCAT 88,00 2,00 aconitase
SGN-U348474 EE197573 TGACGCTGGGGTTTGATGTA AGGAGCAAGGAAAAGCAGCA 117,00 1,90 Aconitase
SGN-U348506 DV689729 CGGGACTACTGGACTGCCTAA ATTTGGGTTCTCTCCGTCAAC 91,00 1,98 4cl3
SGN-U348516 EE196074 TGGAGCCTGTTGTCTCTTCG GAGCTTCTTCTGGGATTGGAG 94,00 1,96 Steroleosin
SGN-U348531 EE196728 CATGGAAAATGGTGGACCTG GGCAATCCTTCTGCAATCAA 96,00 1,95 PHOSPHOGLUCOMUTASE
SGN-U348571 EE195901 CAGTCCGAACATTCCTCTCC ATCGAGAGAGATGGCATTGG 95,00 1,97 Caleosine
SGN-U348624 EE196005 ATAGCTTCACCGGACTTCTTGG TCCAGTTCTGTTTACGGGTTGA 107,00 1,88 UDP-glucuronate 4-epimerase AtUGlcAE1 (EC 5.1.3.6)
SGN-U348647 EE195943 CACCTTCCTCAACCCTTTGG GTCTGCCTAGCCGTGCCTAT 92,00 1,87 galactinol synthase
SGN-U348664 EE195803 GCCGTAACCGTGGCTCAT TCCGCAACACCAAGTCCTAC 119,00 1,99 Esterase/Lipase
SGN-U348687 DV681807 GGCAAGAAATGAGCAACTTCAG GCATCCACCCCTTAGACAACAT 138,00 1,96 E25 : 1-acylglycerophosphorylcholine acyltransferase (LPCAT) EC 2.3.1.23
SGN-U348695 EE195881 CAACCTCATCGCTCGCTATC GGCACCACAACCTCATCTGT 87,00 1,90 UDP glucose pyrophosphorylase
SGN-U348702 EE196692 TTGCCATGAGTTCAATGTGG CAAACCAAACCTCCCCTCTC 103,00 1,99 cellulase
SGN-U348705 DV698417 GCGATGGAGGGAGTACAAAAAG AATGAAGAACGATGCCCGTTAT 105,00 1,89 Fructokinase
SGN-U348730 DV704130 TGGAAAACCTGCTCTGCATC CTGCACCAGGACCATCAAAT 140,00 1,84 Phosphofructokinase
SGN-U348789 DV678913 GCTTGAACGGCTAAGGGATT AACAGGCAACCCAGATGATG 124,00 1,92 E3/E25 - ER 1-Acylglycerol-Phosphate Acyltransferase  
SGN-U348799 DV710699 GTTGGGATTGTTGAGCGTGT GGGGTGCAAGTTTTTCCAAT 95,00 1,95 Phosphoglucose isomerase (G6P isomerase)
SGN-U348800 DV710279 GCTACATTGGGTCTTGGTTGG TGCTTCGTCTCTTTCTCATCC 97,00 1,92 CCR like 5 
SGN-U348803 DV704414 GCAGGGAAAAGAAGTTGTGGT TAAGCATTCGGTCCATAGCC 84,00 1,85 ccrlike
SGN-U348813 EE198074 GCCGTTTCCGAAGATTCC GTTACGGAGTTACCACTGGG 115,00 1,85 Phenylalanine ammonia-lyase 2  
SGN-U349042 DV705646 CTGGCGAGTGAAGCAGAGTT AGCCTCTTGGGTCAGCAAAT 139,00 1,87 F11a:Plastidial Pyruvate Dehydrogenase E1a  (At1g01090)
SGN-U349054 CAJ40778 GGACACCGCAGTTTCAGG CCCAGCCTCAATTCCAGC 101,00 1,93 HCT shikimate AM116757
SGN-U349452 DV711950 GGTTCCCCTGGTTGTATTGA CAGCACACACATCGGTTGAC 115,00 1,97 O1 - Diacylglycerol acyltransferase (DAGAT at2g19450)
SGN-U349469 Am117807 GATTCGGATGTCGCTCTTTCT TGAGTTTGGATGACAGGTTCG 82,00 1,81 4cl8
SGN-U349924 DV676158 CGCTTCCAAGAGAGACCAAAAT CAGTGTTCCCTATGCCTTGATA 122,00 1,99 Sucrose transporter'
SGN-U350103 DV683183 TGTTCGCAAGAAGGTAGATGC CTCCCCACCAACTTCCATTTA 101,00 1,90 LACS9, Plastidial Long chain Acyl-CoA synthetase
SGN-U350118 DV682450 AGGAACCTTGGAGGAATGGA TCAGGGTGAAACTGCCAACT 135,00 1,90 F11b: Plastidial Pyruvate Dehydrogenase 
SGN-U350187 EE197220 GCCCGAAAGAACCAGAAGC CCTCCTCTTCCTCCTCAATGG 113,00 1,97 Oleosin
SGN-U350275 DV682513 TGATTGCCATGCTCTTGAAAC GGGCAGTAAGCAGTAGGGAGT 87,00 1,87 Ccoaomt 7
SGN-U350503 DV684998 TGACACCCCGTGAAGTGAGT GGGAGAGGAGATTGAGGAGGAG 139,00 1,89 Galactomannan galactosyltransferase 
SGN-U350529 EE193281 TCACCAAGCAGTCCAGCAGT CGCGAAAACTTCAGCATCAG 125,00 1,97 Acyl-ACP thioesterase 
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q-PCR Log2 
(bean/flower)
q-PCR 
Log2(leaf/flower)
q-PCR 
Log2(leaves/beans)
microarray 
log2(BEAN/FLOWER)
microarray 
log2(LEAF/BEAN)
microarray
Log2(LEAF/FLOWER
)
3,20 6,01 2,82 -0,22 0,24 -0,02
-6,31 1,19 7,50 -0,39 0,60 0,11
1,86 0,50 -1,36 0,96 -0,15 0,87
2,38 -1,11 -3,49 0,64 -1,79 -0,95
1,42 1,45 0,03 -0,33 0,44 0,14
-1,09 0,25 1,35 -1,20 -0,35 -2,01
18,79 2,99 -15,81 6,10 -6,26 -0,12
-1,12 -1,75 -0,63 -2,41 0,30 -1,88
2,47 0,98 -1,49 0,09 -0,38 -0,18
1,81 0,40 -1,41 0,90 -1,03 -0,03
 
-6,80 -4,05 2,75 -5,95 3,01 -2,69
-0,23 0,82 1,05 -1,88 2,35 0,92
0,41 -2,80 -3,21 -1,77 -1,44 -3,00
-0,31 2,32 2,63 -1,28 3,03 1,69
1,39 0,64 -0,76 -1,28 3,03 1,69
-9,54 -0,80 8,74 -5,90 4,94 -0,57
-1,70 5,18 6,88 -0,46 2,82 2,59
1,47 1,27 -0,20 -0,57 1,34 0,94
-1,25 1,26 2,51 -1,94 2,12 0,21
-1,00 0,32 1,32 -2,09 1,94 -0,05
0,87 -0,31 -1,18 -0,49 0,28 0,04
0,40 0,58 0,18 -1,61 1,02 -0,50
0,01 0,75 0,74 -1,10 1,55 0,63
2,57 1,51 -1,06 1,56 -0,37 1,23
2,34 -0,58 -2,92 1,34 -2,56 -1,12
0,15 -7,31 -7,45 2,31 -2,38 0,06
-2,13 0,40 2,53 -2,86 2,36 -0,27
1,77 -0,27 -2,04 0,70 -1,09 -0,43
-2,06 -0,54 1,53 -3,42 2,64 -0,53
-2,40 -1,36 1,05 -3,45 1,72 -1,63
1,84 1,24 -0,60 0,53 -0,13 0,33
2,16 1,38 -0,78 0,53 -0,13 0,33
2,62 -4,84 -7,46 1,27 -5,97 -4,42
2,04 1,26 -0,78 -0,01 0,97 0,85
3,04 0,72 -2,32 0,23 -0,26 -0,06
-2,76 -4,34 -1,58 -1,46 -0,42 -2,57
-0,07 -1,29 -1,22 -1,64 -0,24 -1,80
-1,23 1,04 2,27 0,07 -0,47 -0,34
-9,57 -6,77 2,80 -5,32 0,61 -4,86
0,36 0,05 -0,31 -0,45 1,78 1,24
-0,46 0,37 0,83 -0,85 0,86 -0,03
-2,44 1,32 3,76 -2,41 3,05 0,72
-1,13 -0,36 0,77 -1,62 1,27 -0,15
-1,49 -0,58 0,91 -1,62 1,27 -0,15
1,68 0,07 -1,61 -0,55 -0,20 -0,44
13,30 -0,66 -13,96 5,02 -5,32 0,06
-0,31 -0,28 0,03 -1,31 0,89 -0,33
10,95 1,03 -9,92 7,42 -7,61 -0,04
-2,57 3,24 5,81 -1,23 3,94 2,69
4,59 3,13 -1,47 2,96 -0,79 2,03
-3,05 -2,02 1,03 -4,29 1,96 -2,11
1,55 0,22 -1,33 -1,33 -0,15 -1,19
2,64 -0,88 -3,51 0,39 -2,06 -1,43
0,09 -2,60 -2,70 -0,32 -0,33 -0,38
1,02 1,97 0,95 -0,29 1,71 1,41
3,83 0,73 -3,11 2,44 -2,32 0,06
0,35 -0,16 -0,50 -1,14 0,81 -0,31
2,04 -0,27 -2,31 0,49 -1,36 -0,79
-0,16 1,46 1,63 -0,67 1,43 0,87
-1,07 1,70 2,76 -1,00 1,91 0,66
-2,42 -2,01 0,41 -3,65 1,40 -1,93
-1,28 -0,12 1,16 -0,77 0,60 -0,15
2,28 1,26 -1,02 0,49 -0,60 0,08
4,88 1,78 -3,10 3,10 -2,01 0,95
1,69 0,49 -1,20 -0,56 -0,16 -0,59
1,63 -0,76 -2,39 -0,05 0,25 0,26
3,07 0,61 -2,46 1,66 -1,51 0,10
1,50 1,31 -0,19 0,46 0,58 0,89
16,29 -1,36 -17,65 2,89 -3,09 -0,33
-0,18 -2,62 -2,44 -1,37 -1,72 -3,00
7,15 2,50 -4,65 4,81 -3,92 0,82
0,35 -0,74 -1,09 -2,31 -0,05 -2,22
UNIGENES
SGN-U347142
SGN-U347219
SGN-U347613
SGN-U347729
SGN-U347733
SGN-U347742
SGN-U347744
SGN-U347752
SGN-U347793
SGN-U347880
SGN-U347922
SGN-U347948
SGN-U347974
SGN-U348060
SGN-U348063
SGN-U348076
SGN-U348085
SGN-U348109
SGN-U348109
SGN-U348135
SGN-U348168
SGN-U348210
SGN-U348226
SGN-U348283
SGN-U348284
SGN-U348291
SGN-U348350
SGN-U348442
SGN-U348462
SGN-U348474
SGN-U348474
SGN-U348506
SGN-U348516
SGN-U348531
SGN-U348571
SGN-U348624
SGN-U348647
SGN-U348664
SGN-U348687
SGN-U348695
SGN-U348702
SGN-U348705
SGN-U348730
SGN-U348789
SGN-U348799
SGN-U348800
SGN-U348803
SGN-U348813
SGN-U349042
SGN-U349054
SGN-U349452
SGN-U349469
SGN-U349924
SGN-U350103
SGN-U350118
SGN-U350187
SGN-U350275
SGN-U350503
SGN-U350529
SGN-U350674
SGN-U350714
SGN-U350724
SGN-U350807
SGN-U350946
SGN-U351021
SGN-U351081
SGN-U351087
SGN-U347362
SGN-U347468
SGN-U347498
SGN-U347527
SGN-U347527
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GO:0010319 stromule 0 0,170608 0 124 118 8153 under
GO:0016791 phosphatase activity 0 0,175581 0 122 118 8155 under
GO:0044424 intracellular part 0 0,18079 63 4800 55 3477 under
GO:0033279 ribosomal subunit 0 0,183312 0 119 118 158 under
Additional file 6 
Gene Ontology Functional Enrichment. Functional enrichment using gene ontology terms and 
Fisher's Exact Test was performed using Blast2GO for the sets of up-regulated unigenes in each 
of the three tissues (bean, leaf and flower). The full set of unigenes of the PUCE CAFE array was 
used as the reference set. The resulting p-values are indicated after adjusting for FDR multiple 
testing results. The over- or under-expressed functions at p ≤ 0.01 are specified. 
FLOWER 
GO  term Ontology domains FDR p‐Value
Number of 
genes  in  
the s et tes t
Number of 
genes  in  the 
referenc e s et
Number of gene 
not annotated  in  
the s et tes t
Number of gene not 
annotated  in  the 
referenc e tes t
Over/Under
GO:0044260 cellular macromolecule metabolic  process 0 2,08E ‐04 7 1450 111 6827 under
GO:0043170 macromolecule metabolic  process 0 0,00261383 12 1684 106 6593 under
GO:0009507 chloroplas t 0 0,00422744 1 523 117 7754 under
GO:0016817 hydrolase  activity, acting  on acid anhydrides 0 0,00580003 0 356 118 7921 under
GO:0016818 hydrolase  activity, acting  on acid anhydrides , in phosphorus ‐containing  anhydrides 0 0,00588642 0 355 118 7922 under
GO:0016462 pyrophosphatase  activity 0 0,00597409 0 354 118 7923 under
GO:0017111 nucleos ide‐triphosphatase  activity 0 0,00702818 0 343 118 7934 under
GO:0019538 protein metabolic  process 0 0,0108581 8 1168 110 7109 under
GO:0009059 macromolecule biosynthetic  process 0 0,0114444 1 447 117 7830 under
GO:0034645 cellular macromolecule biosynthetic  process 0 0,011593 1 446 117 7831 under
GO:0044267 cellular protein metabolic  process 0 0,012754 5 868 113 7409 under
GO:0005198 structural molecule activity 0 0,0151058 0 291 118 7986 under
GO:0032991 macromolecular complex 0 0,0158564 5 846 113 7431 under
GO:0003723 R NA  binding 0 0,0174905 0 281 118 7996 under
GO:0044435 plas tid part 0 0,019664 0 273 118 8004 under
GO:0032555 purine  ribonucleotide binding 0 0,0222571 6 905 112 7372 under
GO:0032553 ribonucleotide  binding 0 0,0222571 6 905 112 7372 under
GO:0000166 nucleotide  binding 0 0,0244491 10 1251 108 7026 under
GO:0017076 purine  nucleotide binding 0 0,0286282 7 968 111 7309 under
GO:0006259 DNA  metabolic  process 0 0,0296017 0 245 118 8032 under
GO:0005886 plasma  membrane 0 0,0311281 1 368 117 7909 under
GO:0006412 trans lation 0 0,0379205 0 228 118 8049 under
GO:0090304 nucleic  acid metabolic  process 0 0,0418872 2 452 116 7825 under
GO:0003735 structural constituent of ribosome 0 0,0419852 0 221 118 8056 under
GO:0043228 non‐membrane‐bounded organelle 0 0,0478518 0 212 118 8065 under
GO:0043232 intracellular non‐membrane‐bounded organelle 0 0,0478518 0 212 118 8065 under
GO:0043234 protein complex 0 0,0559386 3 524 115 7753 under
GO:0016787 hydrolase  activity 0 0,0582703 12 1302 106 6975 under
GO:0030529 ribonucleoprotein complex 0 0,0654375 1 307 117 7970 under
GO:0016788 hydrolase  activity, acting  on es ter bonds 0 0,0662227 1 306 117 7971 under
GO:0009987 cellular process 0 0,0692509 33 2887 85 5390 under
GO:0032559 adenyl ribonucleotide  binding 0 0,0695614 6 773 112 7504 under
GO:0005524 ATP  binding 0 0,0706921 6 771 112 7506 under
GO:0016887 ATPase activity 0 0,0718146 0 184 118 8093 under
GO:0044422 organelle part 0 0,0742949 7 851 111 7426 under
GO:0044446 intracellular organelle part 0 0,0760188 7 848 111 7429 under
GO:0044464 cell part 0 0,0776851 72 5600 46 2677 under
GO:0001883 purine  nucleos ide binding 0 0,0845186 7 834 111 7443 under
GO:0001882 nucleos ide binding 0 0,0845186 7 834 111 7443 under
GO:0030554 adenyl nucleotide  binding 0 0,0845186 7 834 111 7443 under
GO:0006139 nucleobase, nucleos ide, nucleotide and nucleic  acid metabolic  process 0 0,0864856 4 570 114 7707 under
GO:0023052 s ignaling 0 0,0931619 0 166 118 8111 under
GO:0023033 s ignaling  pathway 0 0,0958918 0 164 118 8113 under
GO:0044434 chloroplas t part 0 0,0987009 0 162 118 8115 under
GO:0016779 nucleotidyltrans ferase  activity 0 0,104566 0 158 118 8119 under
GO:0051234 es tablishment of localization 0 0,106111 6 719 112 7558 under
GO:0006810 transport 0 0,106916 6 718 112 7559 under
GO:0019001 guanyl nucleotide  binding 0 0,107627 0 156 118 8121 under
GO:0032561 guanyl ribonucleotide  binding 0 0,109191 0 155 118 8122 under
GO:0005525 GTP  binding 0 0,109191 0 155 118 8122 under
GO:0016020 membrane 0 0,121507 11 1108 107 7169 under
GO:0051649 es tablishment of localization in cell 0 0,122539 0 147 118 8130 under
GO:0005634 nucleus 0 0,123661 4 528 114 7749 under
GO:0042623 ATPase activity, coupled 0 0,127951 0 144 118 8133 under
GO:0044237 cellular metabolic  process 0 0,131505 28 2387 90 5890 under
GO:0051716 cellular response to s timulus 0 0,1336 0 141 118 8136 under
GO:0046907 intracellular transport 0 0,137502 0 139 118 8138 under
GO:0009057 macromolecule catabolic  process 0 0,143569 0 136 118 8141 under
GO:0003676 nucleic  acid binding 0 0,146667 12 1155 106 7122 under
GO:0005840 ribosome 0 0,149902 0 133 118 8144 under
GO:0044425 membrane part 0 0,151612 7 752 111 7525 under
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GO  term Ontology domains F DR p‐Value
Number of 
genes  in the  
set test
Number of genes  
in the  reference  
set
Number of gene 
not annotated in 
the  set test
Number of gene  not 
annotated in the 
reference test
Over/Under
GO:0009507 chloroplast 1,44E ‐04 1,23E ‐07 21 503 819 7052 under
GO:0032991 macromolecular complex 1,44E ‐04 2,90E ‐07 46 805 794 6750 under
GO:0005198 s tructural molecule activity 1,44E ‐04 2,95E ‐07 7 284 833 7271 under
GO:0009987 cellular process 1,44E ‐04 3,79E ‐07 228 2692 612 4863 under
GO:0044237 cellular metabolic  process 1,45E ‐04 1,38E ‐05 190 2225 650 5330 under
GO:0019538 protein metabolic  process 1,45E ‐04 1,46E ‐05 79 1097 761 6458 under
GO:0051234 es tablishment of localization 1,45E ‐04 1,72E ‐05 42 683 798 6872 under
GO:0044267 cellular protein metabolic  process 1,45E ‐04 1,78E ‐05 54 819 786 6736 under
GO:0005215 transporter activity 1,45E ‐04 1,80E ‐05 21 428 819 7127 under
GO:0006810 transport 1,45E ‐04 1,81E ‐05 42 682 798 6873 under
GO:0003735 s tructural constituent of ribosome 1,68E ‐04 2,38E ‐05 6 215 834 7340 under
GO:0006412 trans lation 3,06E ‐04 5,10E ‐05 7 221 833 7334 under
GO:0005886 plasma  membrane 4,59E ‐04 8,42E ‐05 17 352 823 7203 under
GO:0043234 protein complex 4,89E ‐04 9,53E ‐05 29 498 811 7057 under
GO:0044238 primary metabolic  process 5,13E ‐04 1,04E ‐04 208 2337 632 5218 under
GO:0008152 metabolic  process 5,47E ‐04 1,13E ‐04 302 3218 538 4337 under
GO:0043170 macromolecule  metabolic  process 5,98E ‐04 1,33E ‐04 130 1566 710 5989 under
GO:0044260 cellular macromolecule metabolic  process 6,77E ‐04 1,65E ‐04 109 1348 731 6207 under
GO:0043232 intracellular non‐membrane‐bounded organelle 6,77E ‐04 1,74E ‐04 7 205 833 7350 under
GO:0043228 non‐membrane‐bounded organelle 6,77E ‐04 1,74E ‐04 7 205 833 7350 under
GO:0016020 membrane 9,98E ‐04 2,39E ‐04 80 1039 760 6516 under
GO:0009058 biosynthetic  process 0,00106476 2,68E ‐04 72 952 768 6603 under
GO:0044425 membrane part 0,00141738 3,59E ‐04 50 709 790 6846 under
GO:0044435 plastid part 0,00163428 4,40E ‐04 12 261 828 7294 under
GO:0022857 transmembrane transporter activity 0,00163428 4,42E ‐04 13 274 827 7281 under
GO:0003824 catalytic  activity 0,00189099 5,04E ‐04 342 3530 498 4025 under
GO:0044434 chloroplast part 0,00254865 7,09E ‐04 5 157 835 7398 under
GO:0009059 macromolecule  biosynthetic  process 0,00269295 8,07E ‐04 26 422 814 7133 under
GO:0044249 cellular biosynthetic  process 0,00269295 8,27E ‐04 65 849 775 6706 under
GO:0004557 alpha‐galactos idase  activity 0,00281848 5,76E ‐06 9 7 831 7548 over
GO:0005681 spliceosomal complex 0,00281848 8,97E ‐06 7 3 833 7552 over
GO:0034645 cellular macromolecule biosynthetic  process 0,0028253 8,49E ‐04 26 421 814 7134 under
GO:0044436 thylakoid part 0,00328469 9,95E ‐04 2 105 838 7450 under
GO:0022891 subs trate‐specific  transmembrane  transporter activity 0,00359537 0,00108038 11 234 829 7321 under
GO:0022804 active transmembrane transporter activity 0,00359537 0,00109904 7 180 833 7375 under
GO:0044422 organelle  part 0,00393867 0,00120106 61 797 779 6758 under
GO:0044446 intracellular organelle  part 0,00419956 0,00134431 61 794 779 6761 under
GO:0032555 purine ribonucleotide binding 0,00431601 0,00141401 66 845 774 6710 under
GO:0032553 ribonucleotide binding 0,00431601 0,00141401 66 845 774 6710 under
GO:0030529 ribonucleoprotein complex 0,00433532 0,00145414 16 292 824 7263 under
GO:0008324 cation transmembrane transporter activity 0,00433532 0,00146008 6 162 834 7393 under
GO:0009579 thylakoid 0,00470274 0,00156356 1 82 839 7473 under
GO:0033279 ribosomal subunit 0,00485575 0,00161028 3 116 837 7439 under
GO:0017076 purine nucleotide binding 0,00485575 0,00164705 72 903 768 6652 under
GO:0004721 phosphoprotein phosphatase activity 0,00552311 0,00194412 0 59 840 7496 under
GO:0005840 ribosome 0,00552311 0,00195906 4 129 836 7426 under
GO:0015075 ion transmembrane  transporter activity 0,00552311 0,00200685 8 185 832 7370 under
GO:0034357 photosynthetic  membrane 0,00568753 0,00208121 1 79 839 7476 under
GO:0042651 thylakoid membrane 0,00568753 0,00208121 1 79 839 7476 under
GO:0008270 zinc  ion binding 0,00618385 2,63E ‐05 78 418 762 7137 over
GO:0046914 trans ition metal ion binding 0,00636089 4,36E ‐05 118 719 722 6836 over
GO:0022892 subs trate‐specific  transporter activity 0,00716099 0,00269202 16 281 824 7274 under
GO:0016740 trans ferase activity 0,00824596 0,00312294 101 1177 739 6378 under
GO:0032559 adenyl ribonucleotide  binding 0,0111536 0,00402301 57 722 783 6833 under
GO:0022890 inorganic  cation transmembrane  transporter activity 0,0114532 0,00406638 2 89 838 7466 under
GO:0005524 ATP  binding 0,0118363 0,00431621 57 720 783 6835 under
GO:0009535 chloroplast thylakoid membrane 0,0120496 0,00443349 1 71 839 7484 under
GO:0055035 plastid thylakoid membrane 0,0120496 0,00443349 1 71 839 7484 under
GO:0044430 cytoskeletal part 0,0120496 0,00454504 0 51 840 7504 under
GO:0001882 nucleos ide binding 0,0120733 0,00495638 63 778 777 6777 under
GO:0001883 purine nucleos ide  binding 0,0120733 0,00495638 63 778 777 6777 under
GO:0030554 adenyl nucleotide  binding 0,0120733 0,00495638 63 778 777 6777 under
GO:0030234 enzyme regulator activity 0,0131216 0,00534766 1 69 839 7486 under
GO:0006629 lipid metabolic  process 0,0131216 0,00543959 12 220 828 7335 under
BEAN 
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GO  term Ontology domains FDR p‐Value
Number of 
genes  in the 
set tes t
Number of 
genes  in the 
reference set
Number of gene 
not annotated in 
the set tes t
Number of gene 
not annotated in 
the reference tes t
Over/Under
GO:0016772 transferase activity, trans ferring  phosphorus ‐containing  groups 0 0,00402792 2 680 111 7602 under
GO:0016788 hydrolase activity, acting  on ester bonds 0 0,0144268 0 307 113 7975 under
GO:0006508 proteolys is 0 0,0154778 0 302 113 7980 under
GO:0008233 peptidase activity 0 0,0163731 0 298 113 7984 under
GO:0019538 protein metabolic  process 0 0,016722 8 1168 105 7114 under
GO:0016301 kinase activity 0 0,0241865 2 523 111 7759 under
GO:0016020 membrane 0 0,026796 8 1111 105 7171 under
GO:0044238 primary metabolic  process 0 0,0328791 25 2520 88 5762 under
GO:0070011 peptidase activity, acting  on L ‐amino acid peptides 0 0,0334512 0 247 113 8035 under
GO:0004674 protein serine/threonine kinase activity 0 0,0368847 0 240 113 8042 under
GO:0006629 lipid metabolic  process 0 0,0412381 0 232 113 8050 under
GO:0044281 small molecule metabolic  process 0 0,0418137 4 678 109 7604 under
GO:0004672 protein kinase activity 0 0,0493244 1 345 112 7937 under
GO:0003824 catalytic  activity 0 0,0501283 43 3829 70 4453 under
GO:0006796 phosphate metabolic  process 0 0,0522728 1 340 112 7942 under
GO:0006793 phosphorus  metabolic  process 0 0,0522728 1 340 112 7942 under
GO:0043412 macromolecule modification 0 0,0608524 3 538 110 7744 under
GO:0016773 phosphotrans ferase activity, alcohol group as  acceptor 0 0,061969 2 434 111 7848 under
GO:0043170 macromolecule metabolic  process 0 0,0634309 16 1680 97 6602 under
GO:0044249 cellular biosynthetic  process 0 0,0645846 7 907 106 7375 under
GO:0044237 cellular metabolic  process 0 0,0687183 25 2390 88 5892 under
GO:0006464 protein modification process 0 0,0706173 3 522 110 7760 under
GO:0015075 ion transmembrane transporter activity 0 0,0709285 0 193 113 8089 under
GO:0009056 catabolic  process 0 0,077175 1 306 112 7976 under
GO:0043687 post‐trans lational protein modification 0 0,0813456 2 407 111 7875 under
GO:0016310 phosphorylation 0 0,0835205 1 299 112 7983 under
GO:0016787 hydrolase activity 0 0,0835234 12 1302 101 6980 under
GO:0044464 cell part 0 0,0843742 69 5603 44 2679 under
GO:0044267 cellular protein metabolic  process 0 0,0872773 7 866 106 7416 under
GO:0044422 organelle part 0 0,0971026 7 851 106 7431 under
GO:0006468 protein amino acid phosphorylation 0 0,0987836 1 284 112 7998 under
GO:0044446 intracellular organelle part 0 0,0991739 7 848 106 7434 under
GO:0004175 endopeptidase activity 0 0,100278 0 168 113 8114 under
GO:0008324 cation transmembrane transporter activity 0 0,100278 0 168 113 8114 under
GO:0006811 ion transport 0 0,100278 0 168 113 8114 under
GO:0016740 transferase activity 0 0,103884 12 1266 101 7016 under
GO:0006066 alcohol metabolic  process 0 0,10895 0 162 113 8120 under
GO:0016779 nucleotidyltransferase activity 0 0,115141 0 158 113 8124 under
GO:0044255 cellular lipid metabolic  process 0 0,115141 0 158 113 8124 under
GO:0005506 iron ion binding 0 0,116586 1 269 112 8013 under
GO:0009987 cellular process 0 0,123425 33 2887 80 5395 under
GO:0008152 metabolic  process 0 0,129159 41 3479 72 4803 under
GO:0065007 biological regulation 0 0,133737 6 718 107 7564 under
GO:0042180 cellular ketone metabolic  process 0 0,145019 2 347 111 7935 under
GO:0006812 cation transport 0 0,147601 0 140 113 8142 under
GO:0006082 organic  acid metabolic  process 0 0,147739 2 345 111 7937 under
GO:0042578 phosphoric  ester hydrolase activity 0 0,149649 0 139 113 8143 under
GO:0019752 carboxylic  acid metabolic  process 0 0,150502 2 343 111 7939 under
GO:0043436 oxoacid metabolic  process 0 0,150502 2 343 111 7939 under
GO:0019222 regulation of metabolic  process 0 0,150623 4 526 109 7756 under
GO:0044260 cellular macromolecule metabolic  process 0 0,151275 15 1442 98 6840 under
GO:0005515 protein binding 0 0,151395 10 1036 103 7246 under
GO:0022891 substrate‐specific  transmembrane transporter activity 0 0,152876 1 244 112 8038 under
GO:0043234 protein complex 0 0,154126 4 523 109 7759 under
GO:0009057 macromolecule catabolic  process 0 0,155964 0 136 113 8146 under
GO:0008610 lipid biosynthetic  process 0 0,155964 0 136 113 8146 under
GO:0006091 generation of precursor metabolites  and energy 0 0,162544 0 133 113 8149 under
GO:0060255 regulation of macromolecule metabolic  process 0 0,16379 4 515 109 7767 under
GO:0009058 biosynthetic  process 0 0,171548 10 1014 103 7268 under
GO:0044262 cellular carbohydrate metabolic  process 0 0,171852 1 233 112 8049 under
GO:0080090 regulation of primary metabolic  process 0 0,172639 4 508 109 7774 under
GO:0005996 monosaccharide metabolic  process 0 0,174126 0 128 113 8154 under
GO:0044283 small molecule biosynthetic  process 0 0,175827 2 326 111 7956 under
GO:0032991 macromolecular complex 0 0,178029 8 843 105 7439 under
LEAF 
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Additional file 7 
Reproducibility of Replicates for the Leaf Tissue in the Leaf-Flower Comparison. 
Coefficient of variation (CV%) for all cDNAs spotted on the array based on raw data mean 
fluorescence values plotted against the relative rank of the CV. CVs were estimated from 
raw data derived from six replicates (i.e. 2 dye × 3 biological replicates). For this tissue and 
for this experiment, 90% of the spots on the arrays could be determined with a CV of less 
than 35%. For the other experiments, 90% of the spots on the arrays could be determined 
with CV between 32 and 42%. 
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Additional file 8 
Theoretical Power Analysis for a Two-sample T-test to Detect a 1.25 to 2.50 Fold 
Change in Gene Expression as a Function of CV%. Indicated sample size = 6 and a 
Type I error (false positive rate) of 0.1 were used as input values to determine the fraction 
of changes in gene expression that would be detected at a given CV%. A power of 1.0 
denotes a Type II error (false negative rate) of zero, i.e. 100% of all changes that occurred 
were detected. 
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C of::opC ocaV10002909 ‐4,574888736 2,44142381 ‐40,42049498 1,18E ‐12 1,47E ‐10 19,7658 99,99999974
C of::opC ocaV10013749 ‐4,043427432 2,50549186 ‐40,06943584 1,29E ‐12 1,56E ‐10 19,6785 99,99999972
C of::opC ocaV10013051 ‐4,748391381 1,830764627 ‐40,04890165 1,29E ‐12 1,56E ‐10 19,6734 99,99999971
C of::opC ocaV10014584 ‐3,860368706 4,576218923 ‐40,04131164 1,30E ‐12 1,56E ‐10 19,6715 99,99999971
Additional file 9 
Lists of Genes Specifically Over-expressed in each Tissue Compared to the Two 
Others (Bean, Flower and Leaf). The first 3 datasheets correspond to the lists of 
genes differentially expressed for each comparison identified by the Limma Analysis 
(p = 0.01). The last datasheet corresponds to the lists of genes specifically over-
expressed in each tissue compared to the two others. 
reporterId M (log2 (ratio)) A (log2 (intens ity))
t (s tatis tic  tes t 
value)
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percent (differential 
expres s ion  
probability)
C of::opC ocaV10010886 ‐4,844091286 2,726927714 ‐58,53041092 2,67E ‐14 5,42E ‐11 23,2947 99,99999999
C of::opC ocaV10006405 ‐6,685218852 4,935319721 ‐57,23317317 3,36E ‐14 5,42E ‐11 23,0926 99,99999999
C of::opC ocaV10009365 ‐5,184225084 2,897832071 ‐56,83649653 3,61E ‐14 5,42E ‐11 23,0296 99,99999999
C of::opC ocaV10014280 ‐5,205764922 2,817360753 ‐55,0814233 4,98E ‐14 5,42E ‐11 22,7432 99,99999999
C of::opC ocaV10001128 ‐5,435982933 3,384053297 ‐55,04999574 5,01E ‐14 5,42E ‐11 22,738 99,99999999
C of::opC ocaV10001015 ‐5,533461089 4,058038485 ‐54,99890198 5,05E ‐14 5,42E ‐11 22,7294 99,99999999
C of::opC ocaV10013890 ‐7,418421917 3,886256137 ‐54,79990995 5,25E ‐14 5,42E ‐11 22,6961 99,99999999
C of::opC ocaV10015343 ‐4,87508541 3,971346202 ‐53,7793808 6,36E ‐14 5,62E ‐11 22,5226 99,99999998
C of::opC ocaV10010351 ‐4,360026369 2,990301697 ‐53,40279562 6,83E ‐14 5,62E ‐11 22,4575 99,99999998
C of::opC ocaV10012662 ‐5,196873793 3,597204411 ‐52,97112749 7,42E ‐14 5,62E ‐11 22,382 99,99999998
C of::opC ocaV10001219 ‐6,523575758 3,168708563 ‐52,70012106 7,82E ‐14 5,62E ‐11 22,3342 99,99999998
C of::opC ocaV10000227 ‐3,957741022 2,65544105 ‐52,46182068 8,20E ‐14 5,62E ‐11 22,292 99,99999998
C of::opC ocaV10002968 ‐4,866338161 2,345653537 ‐51,75261606 9,42E ‐14 5,62E ‐11 22,1646 99,99999998
C of::opC ocaV10004153 ‐5,472505742 2,838807862 ‐51,43643685 1,00E ‐13 5,62E ‐11 22,1071 99,99999997
C of::opC ocaV10010233 ‐4,585301538 2,563722928 ‐51,3300712 1,02E ‐13 5,62E ‐11 22,0876 99,99999997
C of::opC ocaV10000061 ‐7,197054609 2,915392148 ‐51,32477536 1,03E ‐13 5,62E ‐11 22,0866 99,99999997
C of::opC ocaV10005008 ‐5,62144217 3,266634467 ‐50,83832042 1,13E ‐13 5,62E ‐11 21,997 99,99999997
C of::opC ocaV10005555 ‐7,631435651 4,762546248 ‐50,77990007 1,14E ‐13 5,62E ‐11 21,9861 99,99999997
C of::opC ocaV10009917 ‐5,781387516 3,70527228 ‐50,76215002 1,15E ‐13 5,62E ‐11 21,9828 99,99999997
C of::opC ocaV10009631 ‐4,961420431 2,453783524 ‐49,90329998 1,37E ‐13 6,27E ‐11 21,8214 99,99999997
C of::opC ocaV10004038 ‐5,790936603 3,834066846 ‐49,33419205 1,54E ‐13 6,30E ‐11 21,7124 99,99999996
C of::opC ocaV10015050 ‐3,993281583 3,249508243 ‐48,89118119 1,69E ‐13 6,30E ‐11 21,6265 99,99999996
C of::opC ocaV10014250 ‐4,780362638 3,180956667 ‐48,86554843 1,69E ‐13 6,30E ‐11 21,6215 99,99999996
C of::opC ocaV10010165 ‐4,295583475 3,310658326 ‐48,80463289 1,72E ‐13 6,30E ‐11 21,6095 99,99999996
C of::opC ocaV10001398 ‐6,461516809 3,117125892 ‐48,57987391 1,80E ‐13 6,35E ‐11 21,5655 99,99999996
C of::opC ocaV10012057 ‐5,262023403 2,616670517 ‐48,21623902 1,94E ‐13 6,39E ‐11 21,4935 99,99999995
C of::opC ocaV10012184 ‐4,908846611 4,046264284 ‐47,46504508 2,28E ‐13 6,84E ‐11 21,3428 99,99999995
C of::opC ocaV10012872 ‐7,345298592 3,796793621 ‐46,60544799 2,75E ‐13 7,48E ‐11 21,1665 99,99999994
C of::opC ocaV10004330 ‐6,964291733 3,021570013 ‐46,00644094 3,14E ‐13 7,95E ‐11 21,0412 99,99999993
C of::opC ocaV10009694 ‐4,515511417 3,806049197 ‐45,78474739 3,30E ‐13 8,21E ‐11 20,9943 99,99999992
C of::opC ocaV10008328 ‐5,120519521 2,546931668 ‐45,60121557 3,44E ‐13 8,21E ‐11 20,9553 99,99999992
C of::opC ocaV10009733 ‐5,233637615 3,305312778 ‐45,54096442 3,48E ‐13 8,21E ‐11 20,9424 99,99999992
C of::opC ocaV10002898 ‐5,719568287 3,21571153 ‐45,47157747 3,54E ‐13 8,21E ‐11 20,9276 99,99999992
C of::opC ocaV10005833 ‐5,099662213 4,557264249 ‐44,96528808 3,97E ‐13 8,69E ‐11 20,8185 99,99999991
C of::opC ocaV10008754 ‐5,312971673 4,479734479 ‐44,15558936 4,77E ‐13 9,35E ‐11 20,6408 99,99999989
C of::opC ocaV10004712 ‐4,615260303 4,923533082 ‐43,55279992 5,49E ‐13 9,94E ‐11 20,5058 99,99999988
C of::opC ocaV10007617 ‐3,176454049 4,3544695 ‐43,53958764 5,51E ‐13 9,94E ‐11 20,5028 99,99999988
C of::opC ocaV10000902 ‐3,894236971 2,965415967 ‐43,53112631 5,52E ‐13 9,94E ‐11 20,5009 99,99999988
C of::opC ocaV10010795 ‐4,591723218 2,743255044 ‐43,473383 5,60E ‐13 9,94E ‐11 20,4879 99,99999987
C of::opC ocaV10006445 ‐6,673908532 3,400222815 ‐43,03803898 6,20E ‐13 1,06E ‐10 20,3888 99,99999986
C of::opC ocaV10013127 ‐4,923749168 2,566844784 ‐42,79292839 6,58E ‐13 1,07E ‐10 20,3324 99,99999985
C of::opC ocaV10014090 ‐7,499905209 4,436834819 ‐42,75599023 6,63E ‐13 1,07E ‐10 20,3239 99,99999985
C of::opC ocaV10009825 ‐7,297874858 4,377054706 ‐42,74020145 6,66E ‐13 1,07E ‐10 20,3202 99,99999985
C of::opC ocaV10000546 ‐4,598038771 3,598947481 ‐42,66987971 6,77E ‐13 1,07E ‐10 20,304 99,99999985
C of::opC ocaV10011859 ‐3,68782321 2,517659917 ‐42,56072763 6,95E ‐13 1,09E ‐10 20,2786 99,99999984
C of::opC ocaV10015193 ‐4,968088323 3,212142816 ‐42,43247634 7,17E ‐13 1,11E ‐10 20,2488 99,99999984
C of::opC ocaV10005074 ‐3,443803466 5,139195599 ‐42,30892956 7,39E ‐13 1,13E ‐10 20,22 99,99999983
C of::opC ocaV10004820 ‐4,680912108 1,790236601 ‐42,20176666 7,58E ‐13 1,15E ‐10 20,1948 99,99999983
C of::opC ocaV10004162 ‐3,195389758 4,680389216 ‐42,01574477 7,93E ‐13 1,19E ‐10 20,1511 99,99999982
C of::opC ocaV10005283 ‐5,345468844 3,693537567 ‐41,93533429 8,09E ‐13 1,20E ‐10 20,1321 99,99999982
C of::opC ocaV10011092 ‐6,589592912 2,957421346 ‐41,90068239 8,16E ‐13 1,20E ‐10 20,1239 99,99999982
C of::opC ocaV10005578 ‐3,63372345 4,118334435 ‐41,8143349 8,33E ‐13 1,20E ‐10 20,1034 99,99999981
C of::opC ocaV10012628 ‐3,751444837 2,271491826 ‐41,75480641 8,45E ‐13 1,20E ‐10 20,0893 99,99999981
C of::opC ocaV10012852 ‐4,622693843 2,092122236 ‐41,71256932 8,54E ‐13 1,20E ‐10 20,0792 99,99999981
C of::opC ocaV10006935 ‐4,046680494 3,981214464 ‐41,68193986 8,60E ‐13 1,20E ‐10 20,0719 99,99999981
C of::opC ocaV10007201 ‐4,045756071 2,115150307 ‐41,48994762 9,02E ‐13 1,23E ‐10 20,0261 99,9999998
C of::opC ocaV10001613 ‐3,661710388 3,261156953 ‐40,99227121 1,02E ‐12 1,33E ‐10 19,906 99,99999977
C of::opC ocaV10002471 ‐3,814038455 3,536661614 ‐40,93392783 1,04E ‐12 1,33E ‐10 19,8918 99,99999977
C of::opC ocaV10013530 ‐3,275668031 4,181656736 ‐40,86828483 1,05E ‐12 1,34E ‐10 19,8758 99,99999977
C of::opC ocaV10006325 ‐4,808806203 2,943878699 ‐40,48364406 1,16E ‐12 1,45E ‐10 19,7814 99,99999974
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6 comparisons * 3 replicates * 2 dye swaps * 2 temperatures
(= 72 slides)
C. eugenioides C. arabica
(cv. Java)
C. canephora
(cv. Nemaya)
C. arabica introgressed
(cv. T18141)
Fig. S1 Microarray experimental design. 
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8669
(55.8%)
6680
(43.0%)
3431
(22.1%)
8460
(54.5%)
3249
(20.9%)
4335
(27.9%)
4334
(27.9%)
4136
(26.6%)
4324
(27.9%)
26°C day / 22°C night
Coffea canephora
Diploid n=22
Coffea eugenioides
Diploid n=22
Coffea arabica (cv. T18141)
Allotetraploid n=44
177
(1.1%)
6617
(42.6%)
3677
(23.7%)
5547
(35.7%)
2940
(18.9%)
16
(0.1%)
161
(1%)
2534
(15.2%)
3013
(19.4%)
30°C day / 26°C night
Coffea canephora
Diploid n=22
Coffea eugenioides
Diploid n=22
Coffea arabica (cv. T18141)
Allotetraploid n=44
A
B
Fig. S2 Transcriptome divergence and nonadditive gene expression between 
Coffea arabica cv T18141 and parental diploid species. 
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Table S1 Monitoring selection of differential responses of 66 unigenes in two growth temperature conditions
UDP-glucuronate-4-epimerase-AtUGlcAE1SGN-U353964DV666345
Alpha-galactosidase-precursor,-gal1SGN-U355394EL610522
Phosphoglucomutase,-cytosolicSGN-U355272EE198504
UDP-glucose-pyrophosphorylaseSGN-U348531EE196728
Phosphoglucose-isomerase-(G6P-isomerase)SGN-U347729DV711473
Joët et al., 2009PhosphofructokinaseSGN-U348799DV710699
Salmona et al., 2008GalactokinaseSGN-U347880EE197767
Genes involved in sucrose and 
carbohydrate metabolismsGAUT-(Galacturonosyltransferase)SGN-U351081DV698259
Glutathione-peroxidaseSGN-U349893EE200432
Superoxide-dismutase-[Mn],-mitochondrialSGN-U353506EE195613
Lipid-transfer-proteinSGN-U353772EE199918
Enoyl-CoA-hydrataseSGN-U355202EE199078
CDSP34-fibrillinSGN-U347516EE193726
Plastidial-Homomeric-Acetyl-CoA-CarboxylSGN-U355378EE198213
LipoxygenaseSGN-U347607EE193293
Phospholipid:diacylglycerol-acyltransferSGN-U352789DV697030
Sterol-24-C-methyltransferaseSGN-U351768DV707770
Stearoyl-ACP-desaturase,-SADSGN-U347793EE191863
Hydroxyacyl-ACP-dehydraseSGN-U347742DV690489
Plastidial-Enoyl-ACP-ReductaseSGN-U348060DV674569
Beta-ketoacyl-ACP-synthase-IISGN-U354198EE194658
Beta-ketoacyl-CoA-synthase,-KCSSGN-U352791DV697042
Plastidial-Pyruvate-DehydrogenaseSGN-U349042DV705646
Plastidial-Pyruvate-Dehydrogenase-E1aSGN-U350724DV698082
Acyl-CoA-oxidase-SGN-U356055EE195565
Joët et al., 2009Tocopherol-cyclaseSGN-U347657EE192510
Salmona et al., 2008Glycerol-Phosphate-AcyltransferaseSGN-U352489DV692820
Acyl CoA, diaglycerol and 
phosphatydylcholine synthesisAcylglycerol-phosphate-acyltransferaseSGN-U351326DV675072
Genes involved in fatty acid, 
triacylglycerol, Acetyl-CoA-carboxylase,-a-CarboxyltransfSGN-U359453DV691687
Chalcone-isomeraseSGN-U355027EE199971
Cinnamic-acid-4-hydroxylaseSGN-U348076EH662415
Hydroxycinnamoyl-transferase-hct1SGN-U349054AM116757
Ferulate-5-hydroxylaseSGN-U352383DV689190
Coumaroyl-3'-hydroxylase-C3H2SGN-U347527DQ269127
P-coumaroyl-3'-hydroxylaseSGN-U347527EE193656
Cinnamyl-alcohol-dehydrogenaseSGN-U347752EE198746
Cinnamyl-alcohol-dehydrogenaseSGN-U347744EE194808
Cinnamoyl-CoA-reductaseSGN-U348803DV704414
Cinnamoyl-CoA-reductaseSGN-U348675DV689388
Cinnamoyl-CoA-reductaseSGN-U347498DV703229
Caffeoyl-CoA-3-O-methyltransferase-CCoAOSGN-U350674EL645414
Joët et al., 2009Caffeoyl-CoA-3-O-methyltransferaseSGN-U352117DV689803
Salmona et al., 2008Caffeoyl-CoA-3-O-methyltransferaseSGN-U351599DV703981
and monolignols biosynthesisCaffeoyl-CoA-3-O-methyltransferaseSGN-U350275DV682513
Genes involved in chlorogenic acidCaffeic-acid-O-methyltransferaseSGN-U350807AF454631
ACC-oxidase-homologueSGN-U348436EH662412
Salmona et al., 2008Nicotianamine-SynthaseSGN-U349382EH662409
Genes involved in ethylene
biosynthesisEthylene-receptor-1SGN-U347815EE200515
S-adenosylmethionine decarboxylase -relatedSGN-U352658At3g25570
ethylene responsive element binding factor 1SGN-U348762At4g17500
caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferaseSGN-U350674At4g34050
Wang et al., 2006ethylene-response protein, ETR1SGN-U347815At1g66340
Genes involved in ethylene
biosynthesis
1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase (ACC oxidase) 
(ethylene-forming enzyme) (EFE)SGN-U347740At1g05010
ß-amylase 1SGN-U347214At3g23920
Wang et al., 2006TransglucosidaseSGN-U349298At2g40840
and starch degradationphosphoglucan water dikinaseSGN-U347136At5g26570
Genes involved in photosynthesisα-glucan, water dikinaseSGN-U347139At1g10760
Genes influenced by temperatures
Wang et al., 2006
heat shock protein 81-2 (HSP81-2)SGN-U347201At5g56030
Genes influenced by circadian
rhythms Ni et al.,
2009
Late Elongated HypocotylSGN-U351840At1g01060
change''Additivity''Transgression'dominance' dominance'change''Additivity''like dominance' dominance'Accessions
InvertaseSGN-U352359EE200220
Amino-acid/peptide-transporterSGN-U347999EE199516
Pyruvate-kinaseSGN-U351756EE199454
Sorbitol-dehydrogenaseSGN-U351178EE196059
Stachyose-synthaseSGN-U355921EE196011
SPS-sucrose-phosphate-synthaseSGN-U348644EE191819
Polyol-transporterSGN-U353077DV667384
30-26°C 'No 30-26°C 30-26°C 30-26°C 'Eugenioides-like30-26°C 'Canephora-like26-22°C 'No 26-22°C 26-22°C 'Transgression26-22°C 'Eugenioides-26-22°C 'Canephora-likeArticlesDescriptionSGN
AGI 
transcript / 
ANNEXE 13 
 187
under706512507730,001295480,05822420,0399877chromatin organizationGO:0006325
under708612525610,001067830,04696890,0384828DNA recombinationGO:0006310
under707312516929,01E‐040,03749820,0382165chromosomal partGO:0044427
under65881189554643,56E‐040,01381080,0185422DNA bindingGO:0003677
under69151235227181,94E‐040,006701270,0134474DNA metabolic processGO:0006259
over7054121788363,87E‐050,006041390,0121194stromuleGO:0010319
over673111404111131,67E‐050,0027180,0108868chloroplastGO:0009507
under706612537604,35E‐061,07E‐044,29E‐04DNA integrationGO:0015074
Over/Under#notAnnotRef#notAnnotTest#Ref#Testp‐ValueFWERFDRnamego
Positive dominance 30‐26°C
Table S2 BLAST2GO annotation for genes differentially expressed in the ‘dominance’ and ‘transgression’
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under735410053600,01004640,4304680,0478675cell surface receptor linked signaling pathwayGO:0007166
under725799713380,009223430,3801170,041552cellular response to stimulusGO:0051716
under6978967412380,008689150,3493230,0381715regulation of transcriptionGO:0045449
under6509911881940,008610720,3480550,0381715purine nucleotide bindingGO:0017076
under6566918824870,008579970,3480550,0381715ribonucleotide bindingGO:0032553
under6566918824870,008579970,3480550,0381715purine ribonucleotide bindingGO:0032555
under6563918827870,007747760,3194580,0375229cellular biosynthetic processGO:0044249
under7064977326280,007678220,3160560,0375229pyrophosphatase activityGO:0016462
under7063977327280,007293160,3010420,0367119hydrolase activity, acting on acid anhydrides, in phosphorus‐containing anhydridesGO:0016818
under6974967416380,007228950,3004340,0367119regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic processGO:0019219
under6974967416380,007228950,3004340,0367119regulation of nitrogen compound metabolic processGO:0051171
under7062977328280,006925870,28820,0367119hydrolase activity, acting on acid anhydridesGO:0016817
under6964966426390,006825240,2703050,0359943regulation of biosynthetic processGO:0009889
under6964966426390,006825240,2703050,0359943regulation of macromolecule biosynthetic processGO:0010556
under6964966426390,006825240,2703050,0359943regulation of cellular biosynthetic processGO:0031326
under733510045510,006701980,2685180,0359943cytosolic large ribosomal subunitGO:0022625
under6959966431390,005405430,2152580,0312633regulation of gene expressionGO:0010468
under6949965441400,00510750,199110,0295917regulation of cellular metabolic processGO:0031323
under625288211381230,004191910,1610740,0242169nucleotide bindingGO:0000166
under723599615590,003852340,1488740,0230203signaling pathwayGO:0023033
under723399615790,003303840,122460,0193477signalingGO:0023052
under6780947610580,002886150,1090160,017754regulation of biological processGO:0050789
under6864957526480,002558680,0963140,0162002nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic processGO:0006139
under724099715080,002452210,08885140,0155051nucleotidyltransferase activityGO:0016779
under7272100011850,002056230,07261470,0131084cytosolic partGO:0044445
under7283100110740,001855450,06422760,0120678DNA replicationGO:0006260
under6901962489430,001817330,06158750,0120678nucleusGO:0005634
under7127987263180,001225050,04062470,00829378RNA bindingGO:0003723
under586183815291670,001221780,0403120,00829378macromolecule metabolic processGO:0043170
under6639933751720,001168050,0385310,00829378cellular nitrogen compound metabolic processGO:0034641
under6918965472400,001097230,03559380,00829378regulation of primary metabolic processGO:0080090
under730210038828,67E‐040,02813840,00713497RNA‐dependent DNA replicationGO:0006278
under730110038927,78E‐040,02546480,00687815RNA‐directed DNA polymerase activityGO:0003964
under6911965479407,58E‐040,02424630,00687815regulation of macromolecule metabolic processGO:0060255
under6901964489417,23E‐040,02400730,00687815regulation of metabolic processGO:0019222
under731510047516,76E‐040,02237560,00687815DNA integrationGO:0015074
under6600930790756,57E‐040,02148020,00687815nitrogen compound metabolic processGO:0006807
under6975973415324,29E‐040,01339830,00539534cellular macromolecule biosynthetic processGO:0034645
under6974973416324,05E‐040,01162510,00519679macromolecule biosynthetic processGO:0009059
under729510039524,04E‐040,01156420,00519679DNA polymerase activityGO:0034061
under521776321732422,24E‐040,005855080,00335554cellular metabolic processGO:0044237
under606887013221351,96E‐040,004748230,00317298cellular macromolecule metabolic processGO:0044260
under476870726222981,36E‐040,003634580,00291293cellular processGO:0009987
under6966975424307,45E‐050,001563230,00156445nucleic acid metabolic processGO:0090304
under715499623693,49E‐065,01E‐056,68E‐05DNA metabolic processGO:0006259
under6811966579398,92E‐071,18E‐052,36E‐05DNA bindingGO:0003677
under63099191081862,48E‐081,92E‐077,69E‐07nucleic acid bindingGO:0003676
Over/Under#notAnnotRef#notAnnotTest#Ref#Testp‐ValueFWERFDRnamego
Negative dominance  30‐26°C
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over635611287331783,65E‐040,05797860,0398171purine ribonucleotide bindingGO:0032555
over635611287331783,65E‐040,05797860,0398171ribonucleotide bindingGO:0032553
over630311177861893,63E‐040,05792940,0398171purine nucleotide bindingGO:0017076
over6066106810232383,19E‐040,05437350,0398171nucleotide bindingGO:0000166
over7069129220142,92E‐040,0456910,0398171negative regulation of biological processGO:0048519
over7025127764291,11E‐040,02253780,0398171RNA processingGO:0006396
under69411296148103,10E‐040,01176310,0157768nucleotidyltransferase activityGO:0016779
under700513048426,42E‐050,002194660,00439411aspartic‐type endopeptidase activityGO:0004190
under700513048426,42E‐050,002194660,00439411aspartic‐type peptidase activityGO:0070001
Over/Under#notAnnotRef#notAnnotTest#Ref#Testp‐ValueFWERFDRnamego
Negative dominance 26‐22°C
over648511516091505,52E‐040,1000260,0421537membrane partGO:0044425
over70931296154,64E‐040,09215980,0421537membrane invaginationGO:0010324
over70931296154,64E‐040,09215980,0421537endocytosisGO:0006897
under68871283207185,21E‐040,02084650,0421319coenzyme bindingGO:0050662
under67911270303314,76E‐040,01880920,0421319cofactor bindingGO:0048037
over70861292893,74E‐040,06055260,0356923NADH dehydrogenase complexGO:0030964
over70861292893,74E‐040,06055260,0356923respiratory chain complex IGO:0045271
over667811904161112,73E‐040,04275180,0349534protein complexGO:0043234
over618910879052142,52E‐040,04097980,0349534membraneGO:0016020
over7027127267291,94E‐040,03291680,0349534vesicle‐mediated transportGO:0016192
over651611545781471,89E‐040,03245410,0349534establishment of localizationGO:0051234
over651711545771471,77E‐040,03099380,0349534transportGO:0006810
Over/Under#notAnnotRef#notAnnotTest#Ref#Testp‐ValueFWERFDRnamego
Positive dominance 26‐22°C
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under804013422010,1247920,085240,0135049structural constituent of ribosomeGO:0003735
under803313422710,1139050,05608410,00910294translationGO:0006412
under778813147240,11211700oxidation reductionGO:0055114
under812413513600,10829900lipid biosynthetic processGO:0008610
under802913423110,10808300lipid metabolic processGO:0006629
under812213513800,10478700tetrapyrrole bindingGO:0046906
under800813425210,081773300cellular nitrogen compound biosynthetic processGO:0044271
under744512781580,07694800cellular nitrogen compound metabolic processGO:0034641
under743112782980,068425700transition metal ion bindingGO:0046914
under809213516800,063848100cation transmembrane transporter activityGO:0008324
under808713517300,058777500heterocycle metabolic processGO:0046483
under798013428010,055911300RNA bindingGO:0003723
under740312785780,053774400nitrogen compound metabolic processGO:0006807
under58751052385300,052460600cellular metabolic processGO:0044237
under797013429010,048711500structural molecule activityGO:0005198
under769013157040,041223400nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic processGO:0006139
under795313430710,038446500ribonucleoprotein complexGO:0030529
under4786893474460,036770700metabolic processGO:0008152
under793313432710,029002700small molecule biosynthetic processGO:0044283
under53751002885350,01684600cellular processGO:0009987
under801113524900,016605100electron carrier activityGO:0009055
under741512984560,012809400macromolecular complexGO:0032991
under799013527000,011685300iron ion bindingGO:0005506
under7243128101770,0048493900biosynthetic processGO:0009058
under735113090950,0021806300cellular biosynthetic processGO:0044249
under749613276430,0011626200oxidoreductase activityGO:0016491
Over/Under#notAnnotRef#notAnnotTest#Ref#Testp‐ValueFWERFDRnamego
Negative transgressive 30‐26°C
under792916929520,05496650,1540010,0443439substrate‐specific transporter activityGO:0022892
under808417114000,05472070,1540010,0443439cation transportGO:0006812
under71921571032140,04998640,09621680,0309703protein bindingGO:0005515
under747416275090,04676910,0854110,0296128membrane partGO:0044425
under752416370080,0419690,07557540,028436membrane‐bounded vesicleGO:0031988
under752416370080,0419690,07557540,028436cytoplasmic membrane‐bounded vesicleGO:0016023
under752316370180,04149870,07557540,028436cytoplasmic vesicleGO:0031410
under752316370180,04149870,07557540,028436vesicleGO:0031982
under798017024410,03744310,02818180,0162576DNA metabolic processGO:0006259
under71191571105140,02444130,00968260,00645507membraneGO:0016020
under773216749240,02318270,00968260,00645507zinc ion bindingGO:0008270
under785716936720,01736330,00968260,00645507plasma membraneGO:0005886
under70711571153140,01474570,00968260,00645507nucleic acid bindingGO:0003676
under761016761440,003699760,00968260,00645507DNA bindingGO:0003677
under38661004358710,001887510,00968260,00645507bindingGO:0005488
Over/Under#notAnnotRef#notAnnotTest#Ref#Testp‐ValueFWERFDRnamego
Positive transgressive 30‐26°C
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over6962751592900,003188310,5033410,0491004small molecule metabolic processGO:0044281
over748882466170,003104540,4975330,0491004thylakoidGO:0009579
over7316798238430,002993310,4931390,0491004cellular amino acid and derivative metabolic processGO:0006519
over7548836650,002750950,4797780,0483965intramolecular oxidoreductase activity, interconverting aldoses and ketosesGO:0016861
over7548836650,002750950,4797780,0483965glyoxysomeGO:0009514
over7548836650,002750950,4797780,0483965glycine hydroxymethyltransferase activityGO:0004372
over7551837340,002731640,462270,0483965fatty acid oxidationGO:0019395
over7551837340,002731640,462270,0483965lipid oxidationGO:0034440
over7551837340,002731640,462270,0483965fatty acid beta‐oxidationGO:0006635
over75328322290,002574870,4075060,0436099sulfur amino acid metabolic processGO:0000096
over390739136474500,002247520,3842450,0412617cytoplasmic partGO:0044444
over391639236384490,002246550,3841730,0412617organelleGO:0043226
over391639236384490,002246550,3841730,0412617intracellular organelleGO:0043229
over750282652150,002156270,3694760,0412617microbodyGO:0042579
over68887406661010,001924850,3530620,0405063oxidoreductase activityGO:0016491
over748082274190,001880680,3512170,0405063pyridoxal phosphate bindingGO:0030170
over748082274190,001880680,3512170,0405063vitamin B6 bindingGO:0070279
over746281992220,001867520,3505440,0405063apoplastGO:0048046
over75388331680,001673040,3340980,0405063sulfur amino acid biosynthetic processGO:0000097
over7549836550,001634480,3296430,0405063trehalose biosynthetic processGO:0005992
over7549836550,001634480,3296430,0405063organelle fissionGO:0048285
over7549836550,001634480,3296430,0405063glycoside biosynthetic processGO:0016138
over7549836550,001634480,3296430,0405063disaccharide biosynthetic processGO:0046351
over7549836550,001634480,3296430,0405063trehalose metabolic processGO:0005991
over7546835860,00147080,3090770,0405063pentose metabolic processGO:0019321
over748882366180,001392280,2920610,0405063unfolded protein bindingGO:0051082
over401040035444410,001333940,2877660,0405063intracellular membrane‐bounded organelleGO:0043231
over401040035444410,001333940,2877660,0405063membrane‐bounded organelleGO:0043227
over7552837240,001271440,2847170,0405063proton‐transporting two‐sector ATPase complex, catalytic domainGO:0033178
over75398331580,001221150,2512050,0405063intramolecular oxidoreductase activityGO:0016860
over751682838130,001199290,2478560,0405063organelle organizationGO:0006996
over752683028110,00115190,2381090,0405063envelopeGO:0031975
over752683028110,00115190,2381090,0405063organelle envelopeGO:0031967
over7454817100240,001136690,2353610,0405063isomerase activityGO:0016853
over7430813124280,001032280,2294270,0405063extracellular regionGO:0005576
over7554838030,001002140,2278570,0405063amino acid salvageGO:0043102
over7554838030,001002140,2278570,0405063L‐methionine salvage from methylthioadenosineGO:0019509
over7547835769,18E‐040,1642770,035889response to fungusGO:0009620
over7550836458,90E‐040,1567510,035889peroxisomal partGO:0044439
over7550836458,90E‐040,1567510,035889microbody partGO:0044438
over75408331488,72E‐040,1457280,035889oligosaccharide metabolic processGO:0009311
over746181793244,77E‐040,09382370,0246294protein foldingGO:0006457
over7553837144,60E‐040,09280430,0246294proton‐transporting ATP synthase complex, catalytic core F(1)GO:0045261
over411640734384344,48E‐040,07838270,0233207catalytic activityGO:0003824
over753183023113,14E‐040,0577420,0182999chloroplast envelopeGO:0009941
over753183023113,14E‐040,0577420,0182999plastid envelopeGO:0009526
over75438331182,71E‐040,0486910,0181511disaccharide metabolic processGO:0005984
over75438331182,71E‐040,0486910,0181511glycoside metabolic processGO:0016137
over75438331182,71E‐040,0486910,0181511carbon‐sulfur lyase activityGO:0016846
over7550835461,46E‐040,02863210,0145248intramolecular transferase activity, phosphotransferasesGO:0016868
over7554837041,00E‐040,02153830,0124419xenobiotic metabolic processGO:0006805
over594661316082288,79E‐050,01454720,00976931plastidGO:0009536
over7553836155,49E‐050,009998440,008038983‐hydroxyacyl‐CoA dehydrogenase activityGO:0003857
over7425808129335,20E‐050,007936820,00796845chloroplast partGO:0044434
over7113758441831,13E‐050,001989720,0026556chloroplastGO:0009507
over746081194303,30E‐064,69E‐049,37E‐04stromuleGO:0010319
over7340782214596,38E‐096,98E‐072,79E‐06plastid partGO:0044435
Over/Under#notAnnotRef#notAnnotTest#Ref#Testp‐ValueFWERFDRnamego
Negative transgressive 26‐22°C
over758977023131,11E‐050,001859740,00744587anchored to membraneGO:0031225
Over/Under#notAnnotRef#notAnnotTest#Ref#Testp‐ValueFWERFDRnamego
Positive transgressive 26‐22°C
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SGN-U359404 
SGN-U353149 
SGN-U359186 
SGN-U359155 
SGN-U359152 
SGN-U359114 
SGN-U359096 
SGN-U358918 
SGN-U358888 
SGN-U358880 
SGN-U358790 
SGN-U358758 
SGN-U358519 
SGN-U358452 
SGN-U358434 
SGN-U352281 
SGN-U358415 
SGN-U358406 
SGN-U358341 
SGN-U358288 
SGN-U358228 
SGN-U358209 
SGN-U352065 
SGN-U358140 
SGN-U351978 
SGN-U351957 
SGN-U358097 
SGN-U358053 
SGN-U358044 
SGN-U358012 
SGN-U357998 
SGN-U357876 
SGN-U351731 
SGN-U357868 
SGN-U351609 
SGN-U357742 
SGN-U357737 
SGN-U357736 
SGN-U357698 
SGN-U357691 
SGN-U357680 
SGN-U357671 
SGN-U357658 
SGN-U357587 
SGN-U357393 
SGN-U357373 
SGN-U351225 
SGN-U357255 
SGN-U357240 
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SGN-U357222 
SGN-U351033 
SGN-U357025 
SGN-U356995 
SGN-U350843 
SGN-U356938 
SGN-U356907 
SGN-U356886 
SGN-U356760 
SGN-U356700 
SGN-U356695 
SGN-U362832 
SGN-U362800 
SGN-U350506 
SGN-U362789 
SGN-U362780 
SGN-U356628 
SGN-U362738 
SGN-U362728 
SGN-U356569 
SGN-U350392 
SGN-U356529 
SGN-U356524 
SGN-U362656 
SGN-U362652 
SGN-U362637 
SGN-U362622 
SGN-U356462 
SGN-U362592 
SGN-U356439 
SGN-U362561 
SGN-U356411 
SGN-U350254 
SGN-U356396 
SGN-U356389 
SGN-U362516 
SGN-U356351 
SGN-U356328 
SGN-U362468 
SGN-U356324 
SGN-U356286 
SGN-U362422 
SGN-U356248 
SGN-U356246 
SGN-U356234 
SGN-U356217 
SGN-U350068 
SGN-U362328 
SGN-U356137 
SGN-U362279 
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SGN-U356114 
SGN-U362256 
SGN-U362228 
SGN-U362175 
SGN-U349834 
SGN-U355954 
SGN-U362057 
SGN-U349764 
SGN-U349724 
SGN-U361994 
SGN-U355845 
SGN-U361954 
SGN-U355808 
SGN-U361836 
SGN-U361831 
SGN-U361825 
SGN-U361792 
SGN-U361788 
SGN-U361786 
SGN-U361781 
SGN-U355627 
SGN-U361760 
SGN-U361711 
SGN-U361683 
SGN-U361615 
SGN-U361604 
SGN-U361560 
SGN-U361476 
SGN-U361475 
SGN-U361458 
SGN-U355305 
SGN-U355300 
SGN-U361429 
SGN-U349122 
SGN-U349114 
SGN-U361397 
SGN-U361337 
SGN-U361327 
SGN-U355183 
SGN-U349014 
SGN-U361285 
SGN-U361273 
SGN-U361229 
SGN-U361207 
SGN-U355015 
SGN-U348871 
SGN-U361134 
SGN-U361094 
SGN-U361067 
SGN-U361060 
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SGN-U348718 
SGN-U354841 
SGN-U360976 
SGN-U354804 
SGN-U360936 
SGN-U360898 
SGN-U360896 
SGN-U360858 
SGN-U360850 
SGN-U360823 
SGN-U354677 
SGN-U354670 
SGN-U360787 
SGN-U354640 
SGN-U360741 
SGN-U360723 
SGN-U354576 
SGN-U360686 
SGN-U354422 
SGN-U354358 
SGN-U354334 
SGN-U360477 
SGN-U360475 
SGN-U360468 
SGN-U354306 
SGN-U354305 
SGN-U360431 
SGN-U347984 
SGN-U360248 
SGN-U360232 
SGN-U360200 
SGN-U353989 
SGN-U360096 
SGN-U353884 
SGN-U359857 
SGN-U353632 
SGN-U353568 
SGN-U353567 
SGN-U359704 
SGN-U353550 
SGN-U353518 
SGN-U359634 
SGN-U353444 
SGN-U353375 
SGN-U353286 
SGN-U359428 
ANNEXE 15 
Oligonucleotide Unigene 
Cof::opCocaV10015513 SGN-U356510 
Cof::opCocaV10015511 SGN-U347161 
Cof::opCocaV10015451 SGN-U355453 
Cof::opCocaV10015421 SGN-U356181 
Cof::opCocaV10015414 SGN-U361311 
SGN-U361983 Cof::opCocaV10015390 
Cof::opCocaV10015386 SGN-U356573 
Cof::opCocaV10015256 SGN-U351191 
Cof::opCocaV10015232 SGN-U356863 
Cof::opCocaV10015177 SGN-U357764 
Cof::opCocaV10015115 SGN-U348189 
Cof::opCocaV10015091 SGN-U349720 
Cof::opCocaV10014980 SGN-U356136 
Cof::opCocaV10014913 SGN-U362019 
Cof::opCocaV10014874 SGN-U361725 
Cof::opCocaV10014868 SGN-U356226 
Cof::opCocaV10014866 SGN-U353457 
Cof::opCocaV10014858 SGN-U358775 
Cof::opCocaV10014832 SGN-U349544 
Cof::opCocaV10014831 SGN-U348401 
Cof::opCocaV10014819 SGN-U354028 
Cof::opCocaV10014799 SGN-U358661 
Cof::opCocaV10014770 SGN-U349087 
Cof::opCocaV10014736 SGN-U357341 
Cof::opCocaV10014607 SGN-U350427 
Cof::opCocaV10014477 SGN-U349855 
Cof::opCocaV10014404 SGN-U352949 
Cof::opCocaV10014380 SGN-U358507 
Cof::opCocaV10014340 SGN-U352985 
Cof::opCocaV10014250 SGN-U360229 
Cof::opCocaV10014236 SGN-U359875 
Cof::opCocaV10014217 SGN-U357810 
Cof::opCocaV10014207 SGN-U349583 
Cof::opCocaV10014195 SGN-U354407 
Cof::opCocaV10014152 SGN-U351253 
Cof::opCocaV10014100 SGN-U354864 
Cof::opCocaV10014025 SGN-U351733 
Cof::opCocaV10013957 SGN-U348100 
Cof::opCocaV10013953 SGN-U359747 
Cof::opCocaV10013918 SGN-U357952 
Table S4 Oligonucleotides that may cross-
hybridize with several sequences 
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Cof::opCocaV10013900 SGN-U356839 
Cof::opCocaV10013795 SGN-U356370 
Cof::opCocaV10013711 SGN-U359987 
Cof::opCocaV10013671 SGN-U353587 
Cof::opCocaV10013656 SGN-U359869 
Cof::opCocaV10013649 SGN-U352247 
Cof::opCocaV10013565 SGN-U360453 
Cof::opCocaV10013510 SGN-U355562 
Cof::opCocaV10013455 SGN-U361840 
Cof::opCocaV10013440 SGN-U358639 
Cof::opCocaV10013406 SGN-U353294 
Cof::opCocaV10013402 SGN-U350075 
Cof::opCocaV10013398 SGN-U347400 
Cof::opCocaV10013333 SGN-U357641 
Cof::opCocaV10013283 SGN-U360902 
Cof::opCocaV10013252 SGN-U348461 
Cof::opCocaV10013201 SGN-U361169 
Cof::opCocaV10013174 SGN-U358858 
Cof::opCocaV10013168 SGN-U352653 
Cof::opCocaV10013133 SGN-U358420 
Cof::opCocaV10013104 SGN-U352208 
Cof::opCocaV10013003 SGN-U353792 
Cof::opCocaV10012981 SGN-U360728 
Cof::opCocaV10012932 SGN-U358613 
Cof::opCocaV10012910 SGN-U358691 
Cof::opCocaV10012801 SGN-U360935 
Cof::opCocaV10012797 SGN-U353307 
Cof::opCocaV10012781 SGN-U356313 
Cof::opCocaV10012721 SGN-U358064 
Cof::opCocaV10012575 SGN-U356228 
Cof::opCocaV10012513 SGN-U357629 
Cof::opCocaV10012504 SGN-U358449 
Cof::opCocaV10012497 SGN-U355002 
Cof::opCocaV10012430 SGN-U358893 
Cof::opCocaV10012374 SGN-U351940 
Cof::opCocaV10012348 SGN-U353422 
Cof::opCocaV10012329 SGN-U347354 
Cof::opCocaV10012267 SGN-U361511 
Cof::opCocaV10012263 SGN-U355945 
Cof::opCocaV10012261 SGN-U356571 
Cof::opCocaV10012226 SGN-U360587 
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Cof::opCocaV10012191 SGN-U361883 
Cof::opCocaV10012157 SGN-U357422 
Cof::opCocaV10012098 SGN-U347783 
Cof::opCocaV10012060 SGN-U358703 
Cof::opCocaV10012019 SGN-U360171 
Cof::opCocaV10011985 SGN-U353076 
Cof::opCocaV10011808 SGN-U355890 
Cof::opCocaV10011789 SGN-U358087 
Cof::opCocaV10011782 SGN-U357435 
Cof::opCocaV10011727 SGN-U360661 
Cof::opCocaV10011711 SGN-U360044 
Cof::opCocaV10011640 SGN-U356926 
Cof::opCocaV10011637 SGN-U359877 
Cof::opCocaV10011590 SGN-U351454 
Cof::opCocaV10011513 SGN-U358673 
Cof::opCocaV10011466 SGN-U357152 
Cof::opCocaV10011454 SGN-U348230 
Cof::opCocaV10011442 SGN-U353500 
Cof::opCocaV10011398 SGN-U358425 
Cof::opCocaV10011388 SGN-U354872 
Cof::opCocaV10011346 SGN-U350560 
Cof::opCocaV10011306 SGN-U359744 
Cof::opCocaV10011287 SGN-U359970 
Cof::opCocaV10011244 SGN-U360559 
Cof::opCocaV10011217 SGN-U353073 
Cof::opCocaV10011212 SGN-U360025 
Cof::opCocaV10011156 SGN-U356227 
Cof::opCocaV10011092 SGN-U357182 
Cof::opCocaV10011044 SGN-U355821 
Cof::opCocaV10011024 SGN-U357271 
Cof::opCocaV10010887 SGN-U358066 
Cof::opCocaV10010881 SGN-U347969 
Cof::opCocaV10010829 SGN-U356754 
Cof::opCocaV10010822 SGN-U353493 
Cof::opCocaV10010816 SGN-U348430 
Cof::opCocaV10010776 SGN-U358311 
Cof::opCocaV10010750 SGN-U352977 
Cof::opCocaV10010740 SGN-U348991 
Cof::opCocaV10010618 SGN-U355099 
Cof::opCocaV10010611 SGN-U356810 
Cof::opCocaV10010562 SGN-U350158 
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Cof::opCocaV10010491 SGN-U358603 
Cof::opCocaV10010489 SGN-U349677 
Cof::opCocaV10010483 SGN-U349705 
Cof::opCocaV10010420 SGN-U360175 
Cof::opCocaV10010398 SGN-U359833 
Cof::opCocaV10010364 SGN-U350569 
Cof::opCocaV10010351 SGN-U358185 
Cof::opCocaV10010340 SGN-U356588 
Cof::opCocaV10010334 SGN-U352492 
Cof::opCocaV10010324 SGN-U358450 
Cof::opCocaV10010311 SGN-U360706 
Cof::opCocaV10010301 SGN-U357615 
Cof::opCocaV10010284 SGN-U354462 
Cof::opCocaV10010264 SGN-U357505 
Cof::opCocaV10010263 SGN-U349961 
Cof::opCocaV10010256 SGN-U353289 
Cof::opCocaV10010121 SGN-U357030 
Cof::opCocaV10010119 SGN-U349818 
Cof::opCocaV10010102 SGN-U353386 
Cof::opCocaV10010089 SGN-U350550 
Cof::opCocaV10009982 SGN-U351923 
Cof::opCocaV10009952 SGN-U352456 
Cof::opCocaV10009931 SGN-U356603 
Cof::opCocaV10009921 SGN-U348794 
Cof::opCocaV10009774 SGN-U354751 
Cof::opCocaV10009722 SGN-U347128 
Cof::opCocaV10009710 SGN-U352947 
Cof::opCocaV10009690 SGN-U352866 
Cof::opCocaV10009664 SGN-U349792 
Cof::opCocaV10009604 SGN-U356260 
Cof::opCocaV10009547 SGN-U359911 
Cof::opCocaV10009349 SGN-U358766 
Cof::opCocaV10009294 SGN-U357630 
Cof::opCocaV10009281 SGN-U358823 
Cof::opCocaV10009258 SGN-U354266 
Cof::opCocaV10009256 SGN-U358429 
Cof::opCocaV10009183 SGN-U357715 
Cof::opCocaV10009166 SGN-U362186 
Cof::opCocaV10009161 SGN-U358121 
Cof::opCocaV10009125 SGN-U357882 
Cof::opCocaV10009117 SGN-U361741 
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Cof::opCocaV10009099 SGN-U352739 
Cof::opCocaV10009077 SGN-U353591 
Cof::opCocaV10009031 SGN-U353688 
Cof::opCocaV10008885 SGN-U356188 
Cof::opCocaV10008883 SGN-U356194 
Cof::opCocaV10008728 SGN-U358055 
Cof::opCocaV10008692 SGN-U352270 
Cof::opCocaV10008660 SGN-U358455 
Cof::opCocaV10008649 SGN-U357204 
Cof::opCocaV10008617 SGN-U360355 
Cof::opCocaV10008535 SGN-U362506 
Cof::opCocaV10008326 SGN-U350575 
Cof::opCocaV10008281 SGN-U362507 
Cof::opCocaV10008273 SGN-U351126 
Cof::opCocaV10008242 SGN-U349563 
Cof::opCocaV10008221 SGN-U361618 
Cof::opCocaV10008178 SGN-U360471 
Cof::opCocaV10008076 SGN-U357466 
Cof::opCocaV10008006 SGN-U357750 
Cof::opCocaV10008000 SGN-U360361 
Cof::opCocaV10007978 SGN-U360380 
Cof::opCocaV10007934 SGN-U347831 
Cof::opCocaV10007894 SGN-U356912 
Cof::opCocaV10007877 SGN-U357191 
Cof::opCocaV10007808 SGN-U352760 
Cof::opCocaV10007800 SGN-U360110 
Cof::opCocaV10007764 SGN-U356677 
Cof::opCocaV10007684 SGN-U351075 
Cof::opCocaV10007678 SGN-U357960 
Cof::opCocaV10007670 SGN-U357007 
Cof::opCocaV10007664 SGN-U359234 
Cof::opCocaV10007587 SGN-U354049 
Cof::opCocaV10007525 SGN-U351195 
Cof::opCocaV10007521 SGN-U357561 
Cof::opCocaV10007449 SGN-U357291 
Cof::opCocaV10007430 SGN-U360795 
Cof::opCocaV10007400 SGN-U356338 
Cof::opCocaV10007398 SGN-U356040 
Cof::opCocaV10007382 SGN-U357533 
Cof::opCocaV10007352 SGN-U350347 
Cof::opCocaV10007276 SGN-U354593 
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Cof::opCocaV10007252 SGN-U362174 
Cof::opCocaV10007237 SGN-U354805 
Cof::opCocaV10007212 SGN-U359867 
Cof::opCocaV10007198 SGN-U356619 
Cof::opCocaV10007080 SGN-U357940 
Cof::opCocaV10007069 SGN-U353198 
Cof::opCocaV10006984 SGN-U359021 
Cof::opCocaV10006956 SGN-U353748 
Cof::opCocaV10006935 SGN-U356184 
Cof::opCocaV10006924 SGN-U354553 
Cof::opCocaV10006846 SGN-U357394 
Cof::opCocaV10006732 SGN-U361061 
Cof::opCocaV10006712 SGN-U358366 
Cof::opCocaV10006642 SGN-U357844 
Cof::opCocaV10006622 SGN-U358409 
Cof::opCocaV10006606 SGN-U362694 
Cof::opCocaV10006604 SGN-U358811 
Cof::opCocaV10006574 SGN-U357716 
Cof::opCocaV10006541 SGN-U357058 
Cof::opCocaV10006533 SGN-U359095 
Cof::opCocaV10006479 SGN-U353364 
Cof::opCocaV10006411 SGN-U347896 
Cof::opCocaV10006396 SGN-U350609 
Cof::opCocaV10006392 SGN-U357160 
Cof::opCocaV10006375 SGN-U358715 
Cof::opCocaV10006374 SGN-U355198 
Cof::opCocaV10006333 SGN-U358352 
Cof::opCocaV10006307 SGN-U353716 
Cof::opCocaV10006229 SGN-U357247 
Cof::opCocaV10006206 SGN-U347946 
Cof::opCocaV10006142 SGN-U348835 
Cof::opCocaV10006048 SGN-U362830 
Cof::opCocaV10006028 SGN-U351718 
Cof::opCocaV10005983 SGN-U357129 
Cof::opCocaV10005970 SGN-U361064 
Cof::opCocaV10005878 SGN-U360124 
Cof::opCocaV10005717 SGN-U362378 
Cof::opCocaV10005639 SGN-U361265 
Cof::opCocaV10005632 SGN-U361538 
Cof::opCocaV10005597 SGN-U361033 
Cof::opCocaV10005585 SGN-U355113 
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Cof::opCocaV10005575 SGN-U358818 
Cof::opCocaV10005553 SGN-U358159 
Cof::opCocaV10005501 SGN-U361215 
Cof::opCocaV10005470 SGN-U352782 
Cof::opCocaV10005468 SGN-U362133 
Cof::opCocaV10005464 SGN-U360351 
Cof::opCocaV10005422 SGN-U347211 
Cof::opCocaV10005411 SGN-U356598 
Cof::opCocaV10005344 SGN-U356970 
Cof::opCocaV10005343 SGN-U355589 
Cof::opCocaV10005330 SGN-U356538 
Cof::opCocaV10005283 SGN-U357056 
Cof::opCocaV10005249 SGN-U362323 
Cof::opCocaV10005241 SGN-U356770 
Cof::opCocaV10005139 SGN-U353784 
Cof::opCocaV10005078 SGN-U354001 
Cof::opCocaV10005074 SGN-U361179 
Cof::opCocaV10004924 SGN-U359850 
Cof::opCocaV10004917 SGN-U352557 
Cof::opCocaV10004874 SGN-U356487 
Cof::opCocaV10004841 SGN-U358713 
Cof::opCocaV10004748 SGN-U352224 
Cof::opCocaV10004736 SGN-U356304 
Cof::opCocaV10004723 SGN-U357120 
Cof::opCocaV10004685 SGN-U356681 
Cof::opCocaV10004674 SGN-U352971 
Cof::opCocaV10004653 SGN-U358173 
Cof::opCocaV10004640 SGN-U357382 
Cof::opCocaV10004606 SGN-U349520 
Cof::opCocaV10004494 SGN-U358821 
Cof::opCocaV10004480 SGN-U358927 
Cof::opCocaV10004356 SGN-U360327 
Cof::opCocaV10004345 SGN-U348454 
Cof::opCocaV10004335 SGN-U361084 
Cof::opCocaV10004313 SGN-U357625 
Cof::opCocaV10004260 SGN-U350608 
Cof::opCocaV10004176 SGN-U359712 
Cof::opCocaV10004173 SGN-U362518 
Cof::opCocaV10004159 SGN-U355842 
Cof::opCocaV10004140 SGN-U362400 
Cof::opCocaV10004038 SGN-U349710 
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Cof::opCocaV10003990 SGN-U356971 
Cof::opCocaV10003985 SGN-U353635 
Cof::opCocaV10003977 SGN-U357567 
Cof::opCocaV10003901 SGN-U358379 
Cof::opCocaV10003891 SGN-U358227 
Cof::opCocaV10003697 SGN-U362108 
Cof::opCocaV10003639 SGN-U361455 
Cof::opCocaV10003551 SGN-U361105 
Cof::opCocaV10003486 SGN-U351159 
Cof::opCocaV10003464 SGN-U360911 
Cof::opCocaV10003462 SGN-U351291 
Cof::opCocaV10003446 SGN-U361097 
Cof::opCocaV10003372 SGN-U353561 
Cof::opCocaV10003313 SGN-U362159 
Cof::opCocaV10003296 SGN-U348439 
Cof::opCocaV10003160 SGN-U350886 
Cof::opCocaV10003156 SGN-U360205 
Cof::opCocaV10003076 SGN-U347605 
Cof::opCocaV10003075 SGN-U359902 
Cof::opCocaV10003036 SGN-U361891 
Cof::opCocaV10002997 SGN-U357609 
Cof::opCocaV10002949 SGN-U356626 
Cof::opCocaV10002850 SGN-U356583 
Cof::opCocaV10002832 SGN-U359072 
Cof::opCocaV10002668 SGN-U362402 
Cof::opCocaV10002667 SGN-U360072 
Cof::opCocaV10002663 SGN-U357463 
Cof::opCocaV10002606 SGN-U362251 
Cof::opCocaV10002595 SGN-U356026 
Cof::opCocaV10002571 SGN-U360539 
Cof::opCocaV10002545 SGN-U362692 
Cof::opCocaV10002397 SGN-U348160 
Cof::opCocaV10002280 SGN-U360775 
Cof::opCocaV10002241 SGN-U361916 
Cof::opCocaV10002239 SGN-U354502 
Cof::opCocaV10002233 SGN-U355913 
Cof::opCocaV10002214 SGN-U357762 
Cof::opCocaV10002201 SGN-U358161 
Cof::opCocaV10002192 SGN-U355538 
Cof::opCocaV10002158 SGN-U350127 
Cof::opCocaV10001921 SGN-U353486 
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Cof::opCocaV10001701 SGN-U360448 
Cof::opCocaV10001688 SGN-U356355 
Cof::opCocaV10001577 SGN-U353410 
Cof::opCocaV10001440 SGN-U358143 
Cof::opCocaV10001430 SGN-U362049 
Cof::opCocaV10001409 SGN-U362650 
Cof::opCocaV10001406 SGN-U353912 
Cof::opCocaV10001401 SGN-U361005 
Cof::opCocaV10001390 SGN-U353727 
Cof::opCocaV10001347 SGN-U352923 
Cof::opCocaV10001303 SGN-U361434 
Cof::opCocaV10001298 SGN-U362726 
Cof::opCocaV10001283 SGN-U356939 
Cof::opCocaV10001282 SGN-U349028 
Cof::opCocaV10001267 SGN-U360407 
Cof::opCocaV10001221 SGN-U355523 
Cof::opCocaV10001220 SGN-U360237 
Cof::opCocaV10001193 SGN-U351324 
Cof::opCocaV10001181 SGN-U352230 
Cof::opCocaV10001176 SGN-U357044 
Cof::opCocaV10001116 SGN-U362824 
Cof::opCocaV10000912 SGN-U357915 
Cof::opCocaV10000895 SGN-U354579 
Cof::opCocaV10000821 SGN-U358384 
Cof::opCocaV10000795 SGN-U354464 
Cof::opCocaV10000789 SGN-U352328 
Cof::opCocaV10000771 SGN-U361071 
Cof::opCocaV10000759 SGN-U350183 
Cof::opCocaV10000756 SGN-U361395 
Cof::opCocaV10000654 SGN-U360159 
Cof::opCocaV10000644 SGN-U358909 
Cof::opCocaV10000566 SGN-U361390 
Cof::opCocaV10000460 SGN-U355208 
Cof::opCocaV10000448 SGN-U354288 
Cof::opCocaV10000424 SGN-U362476 
Cof::opCocaV10000409 SGN-U357442 
Cof::opCocaV10000408 SGN-U361842 
Cof::opCocaV10000389 SGN-U362548 
Cof::opCocaV10000306 SGN-U358588 
Cof::opCocaV10000181 SGN-U356557 
Cof::opCocaV10000154 SGN-U357335 
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Cof::opCocaV10000139 SGN-U359098 
Cof::opCocaV10000106 SGN-U361974 
Cof::opCocaV10000017 SGN-U358616 
ANNEXE 16 
Annexe 16 : Analyse d’enrichissement à l’aide du le logiciel Blast 2Go 
(enrichment of Gene Ontology (GO) terms) 
 
Fisher's Exact Test 
Test-Set: only in can3026.txt 
Test all Gene Ontology terms if they are enriched in a test group when compared to a reference group using Fisher's Exact Test with Multiple 
Testing Correction of FDR (Benjamini and Hochberg).  
GO Term  Name  Type  Over/Under  
GO:0009505  plant-type cell wall  C  over  
GO:0016851  magnesium chelatase activity  F  over  
GO:0051002  ligase activity, forming nitrogen-metal bonds  F  over  
GO:0051003  ligase activity, forming nitrogen-metal bonds, forming 
coordination complexes  
F  over  
GO:0015995  chlorophyll biosynthetic process  P  over  
GO:0015994  chlorophyll metabolic process  P  over  
GO:0015926  glucosidase activity  F  over  
GO:0051188  cofactor biosynthetic process  P  over  
GO:0006779  porphyrin biosynthetic process  P  over  
GO:0006778  porphyrin metabolic process  P  over  
GO:0033014  tetrapyrrole biosynthetic process  P  over  
GO:0033013  tetrapyrrole metabolic process  P  over  
GO:0044271  cellular nitrogen compound biosynthetic process  P  over  
GO:0046148  pigment biosynthetic process  P  over  
GO:0042440  pigment metabolic process  P  over  
GO:0005618  cell wall  C  over  
GO:0004558  alpha-glucosidase activity  F  over  
GO:0030312  external encapsulating structure  C  over  
GO:0009058  biosynthetic process  P  over  
GO:0009374  biotin binding  F  over  
GO:0051186  cofactor metabolic process  P  over  
GO:0000175  3'-5'-exoribonuclease activity  F  over  
GO:0003989  acetyl-CoA carboxylase activity  F  over  
GO:0016885  ligase activity, forming carbon-carbon bonds  F  over  
GO:0016421  CoA carboxylase activity  F  over  
GO:0004532  exoribonuclease activity  F  over  
GO:0016896  exoribonuclease activity, producing 5'-phosphomonoesters  F  over  
GO:0016796  exonuclease activity, active with either ribo- or 
deoxyribonucleic acids and producing 5'-phosphomonoesters 
F  over  
GO:0046483  heterocycle metabolic process  P  over  
GO:0044249  cellular biosynthetic process  P  over  
GO:0018130  heterocycle biosynthetic process  P  over  
GO:0030244  cellulose biosynthetic process  P  over  
GO:0033293  monocarboxylic acid binding  F  over  
GO:0016053  organic acid biosynthetic process  P  over  
GO:0046394  carboxylic acid biosynthetic process  P  over  
GO:0008408  3'-5' exonuclease activity  F  over  
GO:0030243  cellulose metabolic process  P  over  
GO:0016023  cytoplasmic membrane-bounded vesicle  C  over  
GO:0031988  membrane-bounded vesicle  C  over  
GO:0031982  vesicle  C  over  
GO:0031410  cytoplasmic vesicle  C  over  
GO:0009073  aromatic amino acid family biosynthetic process  P  over  
GO:0046417  chorismate metabolic process  P  over  
GO:0016874  ligase activity  F  over  
GO:0004127  cytidylate kinase activity  F  over  
GO:0004849  uridine kinase activity  F  over  
GO:0004648  O-phospho-L-serine:2-oxoglutarate aminotransferase activity  F  over  
GO:0019438  aromatic compound biosynthetic process  P  over  
GO:0004527  exonuclease activity  F  over  
GO:0005975  carbohydrate metabolic process  P  over  
GO:0003866  3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase activity  F  over  
GO:0009129  pyrimidine nucleoside monophosphate metabolic process  P  over  
GO:0009173  pyrimidine ribonucleoside monophosphate metabolic process P  over  
GO:0030054  cell junction  C  over  
GO:0008883  glutamyl-tRNA reductase activity  F  over  
GO:0004764  shikimate 5-dehydrogenase activity  F  over  
GO:0009041  uridylate kinase activity  F  over  
GO:0009250  glucan biosynthetic process  P  over  
GO:0009072  aromatic amino acid family metabolic process  P  over  
GO:0004540  ribonuclease activity  F  over  
GO:0043648  dicarboxylic acid metabolic process  P  over  
GO:0008152  metabolic process  P  over  
GO:0050535  beta-primeverosidase activity  F  over  
GO:0044281  small molecule metabolic process  P  over  
GO:0044283  small molecule biosynthetic process  P  over  
GO:0033692  cellular polysaccharide biosynthetic process  P  over  
GO:0016051  carbohydrate biosynthetic process  P  over  
GO:0005507  copper ion binding  F  over  
GO:0000271  polysaccharide biosynthetic process  P  over  
GO:0008652  cellular amino acid biosynthetic process  P  over  
GO:0006725  cellular aromatic compound metabolic process  P  over  
GO:0019206  nucleoside kinase activity  F  over  
GO:0004765  shikimate kinase activity  F  over  
GO:0006564  L-serine biosynthetic process  P  over  
GO:0006073  cellular glucan metabolic process  P  over  
GO:0044444  cytoplasmic part  C  over  
GO:0003824  catalytic activity  F  over  
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GO:0044237  cellular metabolic process  P  over  
GO:0005737  cytoplasm  C  over  
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Fisher's Exact Test 
Test-Set: only in Eu3026.txt 
Test all Gene Ontology terms if they are enriched in a test group when compared to a reference group using Fisher's Exact Test with Multiple 
Testing Correction of FDR (Benjamini and Hochberg). 
 
 
 
GO Term  Name  Type  Over/Under  
GO:0006979  response to oxidative stress  P  over  
GO:0008378  galactosyltransferase activity  F  over  
GO:0042221  response to chemical 
stimulus  
P  over  
GO:0003755  peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase activity  
F  over  
GO:0016859  cis-trans isomerase activity  F  over  
GO:0005730  nucleolus  C  over  
GO:0047216  inositol 3-alpha-
galactosyltransferase activity  
F  over  
GO:0035250  UDP-galactosyltransferase 
activity  
F  over  
GO:0016844  strictosidine synthase activity  F  over  
GO:0016843  amine-lyase activity  F  over  
GO:0047274  galactinol-sucrose 
galactosyltransferase activity  
F  over  
GO:0004109  coproporphyrinogen oxidase 
activity  
F  over  
GO:0006950  response to stress  P  over  
GO:0009987  cellular process  P  under  
GO:0004601  peroxidase activity  F  over  
GO:0016684  oxidoreductase activity, 
acting on peroxide as 
acceptor  
F  over  
GO:0016688  L-ascorbate peroxidase 
activity  
F  over  
GO:0009821  alkaloid biosynthetic process  P  over  
GO:0009820  alkaloid metabolic process  P  over  
GO:0016209  antioxidant activity  F  over  
GO:0042277  peptide binding  F  over  
GO:0006783  heme biosynthetic process  P  over  
GO:0042168  heme metabolic process  P  over  
GO:0031981  nuclear lumen  C  over  
GO:0055114  oxidation reduction  P  over  
GO:0016840  carbon-nitrogen lyase 
activity  
F  over  
GO:0016634  oxidoreductase activity, 
acting on the CH-CH group 
of donors, oxygen as 
acceptor  
F  over  
GO:0010200  response to chitin  P  over  
GO:0009743  response to carbohydrate 
stimulus  
P  over  
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Fisher's Exact Test 
Test-Set: Ai et A 30-26 V2.txt 
Test all Gene Ontology terms if they are enriched in a test group when compared to a reference group using Fisher's Exact Test with Multiple 
Testing Correction of FDR (Benjamini and Hochberg).  
GO Term  Name  Type  FDR  single 
test p-
Value  
# in 
test 
group  
# in 
reference 
group  
# non 
annot 
test  
# non annot 
reference 
group  
Over/Under 
GO:0015995  chlorophyll biosynthetic 
process  
P  6,4E-
1  
3,5E-4  2  37  5  9273  over  
GO:0006779  porphyrin biosynthetic 
process  
P  6,4E-
1  
6,8E-4  2  52  5  9258  over  
GO:0033014  tetrapyrrole biosynthetic 
process  
P  6,4E-
1  
7,1E-4  2  53  5  9257  over  
GO:0019903  protein phosphatase binding  F  6,4E-
1  
7,5E-4  1  0  6  9310  over  
GO:0019902  phosphatase binding  F  6,4E-
1  
7,5E-4  1  0  6  9310  over  
GO:0015994  chlorophyll metabolic 
process  
P  6,4E-
1  
7,8E-4  2  56  5  9254  over  
GO:0006778  porphyrin metabolic process  P  6,4E-
1  
1,3E-3  2  73  5  9237  over  
GO:0033013  tetrapyrrole metabolic 
process  
P  6,4E-
1  
1,3E-3  2  74  5  9236  over  
GO:0003939  L-iditol 2-dehydrogenase 
activity  
F  6,4E-
1  
1,5E-3  1  1  6  9309  over  
GO:0019432  triglyceride biosynthetic 
process  
P  6,4E-
1  
1,5E-3  1  1  6  9309  over  
GO:0046504  glycerol ether biosynthetic 
process  
P  6,4E-
1  
1,5E-3  1  1  6  9309  over  
GO:0046460  neutral lipid biosynthetic 
process  
P  6,4E-
1  
1,5E-3  1  1  6  9309  over  
GO:0046463  acylglycerol biosynthetic 
process  
P  6,4E-
1  
1,5E-3  1  1  6  9309  over  
GO:0046406  magnesium protoporphyrin 
IX methyltransferase 
activity  
F  6,4E-
1  
1,5E-3  1  1  6  9309  over  
GO:0004853  uroporphyrinogen 
decarboxylase activity  
F  6,4E-
1  
1,5E-3  1  1  6  9309  over  
GO:0046148  pigment biosynthetic 
process  
P  6,9E-
1  
1,8E-3  2  86  5  9224  over  
GO:0006638  neutral lipid metabolic 
process  
P  6,9E-
1  
2,3E-3  1  2  6  9308  over  
GO:0006639  acylglycerol metabolic 
process  
P  6,9E-
1  
2,3E-3  1  2  6  9308  over  
GO:0006641  triglyceride metabolic 
process  
P  6,9E-
1  
2,3E-3  1  2  6  9308  over  
GO:0009931  calcium-dependent protein 
serine/threonine kinase 
activity  
F  6,9E-
1  
2,3E-3  1  2  6  9308  over  
GO:0010857  calcium-dependent protein 
kinase activity  
F  6,9E-
1  
2,3E-3  1  2  6  9308  over  
GO:0042440  pigment metabolic process  P  7,6E-
1  
2,6E-3  2  104  5  9206  over  
GO:0051188  cofactor biosynthetic 
process  
P  1,0E0 4,2E-3  2  133  5  9177  over  
GO:0010359  regulation of anion channel 
activity  
P  1,0E0 5,2E-3  1  6  6  9304  over  
GO:0006636  unsaturated fatty acid 
biosynthetic process  
P  1,0E0 6,0E-3  1  7  6  9303  over  
GO:0032409  regulation of transporter 
activity  
P  1,0E0 6,0E-3  1  7  6  9303  over  
GO:0034765  regulation of ion 
transmembrane transport  
P  1,0E0 6,0E-3  1  7  6  9303  over  
GO:0022898  regulation of 
transmembrane transporter 
activity  
P  1,0E0 6,0E-3  1  7  6  9303  over  
GO:0032412  regulation of ion 
transmembrane transporter 
activity  
P  1,0E0 6,0E-3  1  7  6  9303  over  
GO:2000377   N  1,0E0 6,7E-3 1 8 6 9302  over 
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Fisher's Exact Test 
Test-Set: common 3026.txt 
Test all Gene Ontology terms if they are enriched in a test group when compared to a reference group using Fisher's Exact Test with Multiple 
Testing Correction of FDR (Benjamini and Hochberg).  
GO Term  Name  Type  FDR  single 
test p-
Value  
# in test 
group  
# in 
reference 
group  
# non 
annot 
test  
# non annot 
reference 
group  
Over/Under 
GO:0009522  photosystem I  C  1,0E0 4,6E-4  2  32  7  9276  over  
GO:0046906  tetrapyrrole binding  F  1,0E0 6,2E-4  3  185  6  9123  over  
GO:0009535  chloroplast thylakoid 
membrane  
C  1,0E0 1,2E-3  3  235  6  9073  over  
GO:0055035  plastid thylakoid 
membrane  
C  1,0E0 1,2E-3  3  235  6  9073  over  
GO:0042651  thylakoid membrane  C  1,0E0 1,4E-3  3  246  6  9062  over  
GO:0034357  photosynthetic 
membrane  
C  1,0E0 1,6E-3  3  258  6  9050  over  
GO:0031984  organelle 
subcompartment  
C  1,0E0 1,8E-3  3  267  6  9041  over  
GO:0031976  plastid thylakoid  C  1,0E0 1,8E-3  3  267  6  9041  over  
GO:0009534  chloroplast thylakoid  C  1,0E0 1,8E-3  3  267  6  9041  over  
GO:0009521  photosystem  C  1,0E0 1,8E-3  2  66  7  9242  over  
GO:0044436  thylakoid part  C  1,0E0 2,0E-3  3  280  6  9028  over  
GO:0052617   N  1,0E0 2,9E-3  1  2  8  9306  over  
GO:0010241  ent-kaurene oxidase 
activity  
F  1,0E0 2,9E-3  1  2  8  9306  over  
GO:0033331  ent-kaurene metabolic 
process  
P  1,0E0 2,9E-3  1  2  8  9306  over  
GO:0052616   N  1,0E0 2,9E-3  1  2  8  9306  over  
GO:0052615   N  1,0E0 2,9E-3  1  2  8  9306  over  
GO:0044434  chloroplast part  C  1,0E0 3,1E-3  4  707  5  8601  over  
GO:0044435  plastid part  C  1,0E0 3,4E-3  4  725  5  8583  over  
GO:0009579  thylakoid  C  1,0E0 3,5E-3  3  340  6  8968  over  
GO:0051087  chaperone binding  F  1,0E0 5,8E-3  1  5  8  9303  over  
GO:0009686  gibberellin biosynthetic 
process  
P  1,0E0 7,7E-3  1  7  8  9301  over  
GO:0016102  diterpenoid 
biosynthetic process  
P  1,0E0 7,7E-3  1  7  8  9301  over  
GO:0046872  metal ion binding  F  1,0E0 9,1E-3  5  1557  4  7751  over  
GO:0016101  diterpenoid metabolic 
process  
P  1,0E0 9,6E-3  1  9  8  9299  over  
GO:0009685  gibberellin metabolic 
process  
P  1,0E0 9,6E-3  1  9  8  9299  over  
GO:0020037  heme binding  F  1,0E0 9,7E-3  2  158  7  9150  over  
GO:0015979  photosynthesis  P  1,0E0 1,0E-2  2  163  7  9145  over  
GO:0009740  gibberellic acid 
mediated signaling 
pathway  
P  1,0E0 1,1E-2  1  10  8  9298  over  
GO:0071370  cellular response to 
gibberellin stimulus  
P  1,0E0 1,1E-2  1  10  8  9298  over  
GO:0010476  gibberellin mediated 
signaling pathway  
P  1,0E0 1,1E-2  1  10  8  9298  over  
GO:0004497  monooxygenase 
activity  
F  1,0E0 1,1E-2  2  166  7  9142  over  
GO:0046914  transition metal ion 
binding  
F  1,0E0 1,2E-2  4  1018  5  8290  over  
GO:0043169  cation binding  F  1,0E0 1,2E-2  5  1649  4  7659  over  
GO:0043167  ion binding  F  1,0E0 1,2E-2  5  1650  4  7658  over  
GO:0009707  chloroplast outer 
membrane  
C  1,0E0 1,6E-2  1  16  8  9292  over  
GO:0009055  electron carrier activity  F  1,0E0 1,9E-2  2  223  7  9085  over  
GO:0009527  plastid outer membrane  C  1,0E0 1,9E-2  1  19  8  9289  over  
GO:0018298  protein-chromophore 
linkage  
P  1,0E0 2,1E-2  1  21  8  9287  over  
GO:0005792  microsome  C  1,0E0 2,6E-2  1  26  8  9282  over  
GO:0042598  vesicular fraction  C  1,0E0 2,6E-2  1  26  8  9282  over  
GO:0016168  chlorophyll binding  F  1,0E0 2,6E-2  1  26  8  9282  over  
GO:0005506  iron ion binding  F  1,0E0 2,9E-2  2  281  7  9027  over  
GO:0009765  photosynthesis, light 
harvesting  
P  1,0E0 3,2E-2  1  33  8  9275  over  
GO:0005626  insoluble fraction  C  1,0E0 3,4E-2 1 35 8 9273  over 
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Fisher's Exact Test 
Test-Set: SGN 26-22 ONLY CAN POUR bLASDTTOGO.txt 
Test all Gene Ontology terms if they are enriched in a test group when compared to a reference group using Fisher's Exact 
Test with Multiple Testing Correction of FDR (Benjamini and Hochberg).  
GO Term  Name  Type  Over/Under  
GO:0046520  sphingoid biosynthetic process  P  over  
GO:0000170  sphingosine hydroxylase activity  F  over  
GO:0009628  response to abiotic stimulus  P  over  
GO:0008138  protein tyrosine/serine/threonine 
phosphatase activity  
F  over  
GO:0046519  sphingoid metabolic process  P  over  
GO:0030148  sphingolipid biosynthetic process  P  over  
GO:0004725  protein tyrosine phosphatase activity  F  over  
GO:0009640  photomorphogenesis  P  over  
GO:0044434  chloroplast part  C  over  
GO:0004721  phosphoprotein phosphatase activity  F  over  
GO:0004869  cysteine-type endopeptidase inhibitor 
activity  
F  over  
GO:0009535  chloroplast thylakoid membrane  C  over  
GO:0055035  plastid thylakoid membrane  C  over  
GO:0009579  thylakoid  C  over  
GO:0006665  sphingolipid metabolic process  P  over  
GO:0042651  thylakoid membrane  C  over  
GO:0031984  organelle subcompartment  C  over  
GO:0031976  plastid thylakoid  C  over  
GO:0009534  chloroplast thylakoid  C  over  
GO:0046467  membrane lipid biosynthetic process  P  over  
GO:0004866  endopeptidase inhibitor activity  F  over  
GO:0061134   N  over  
GO:0030414  peptidase inhibitor activity  F  over  
GO:0061135   N  over  
GO:0009639  response to red or far red light  P  over  
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Fisher's Exact Test 
Test-Set: SGN 26-22 ONLY EU POUR bLASDTTOGO.txt 
Test all Gene Ontology terms if they are enriched in a test group when compared to a reference group using Fisher's Exact Test with Multiple 
Testing Correction of FDR (Benjamini and Hochberg).  
GO Term  Name  Type  Over/Under  
GO:0004604  phosphoadenylyl-sulfate reductase (thioredoxin) activity  F  over  
GO:0019344  cysteine biosynthetic process  P  over  
GO:0008686  3,4-dihydroxy-2-butanone-4-phosphate synthase activity  F  over  
GO:0003935  GTP cyclohydrolase II activity  F  over  
GO:0003933  GTP cyclohydrolase activity  F  over  
GO:0006534  cysteine metabolic process  P  over  
GO:0009070  serine family amino acid biosynthetic process  P  over  
GO:0000097  sulfur amino acid biosynthetic process  P  over  
GO:0044271  cellular nitrogen compound biosynthetic process  P  over  
GO:0009309  amine biosynthetic process  P  over  
GO:0000096  sulfur amino acid metabolic process  P  over  
GO:0019238  cyclohydrolase activity  F  over  
GO:0044283  small molecule biosynthetic process  P  over  
GO:0009231  riboflavin biosynthetic process  P  over  
GO:0042726  riboflavin and derivative metabolic process  P  over  
GO:0042727  riboflavin and derivative biosynthetic process  P  over  
GO:0006771  riboflavin metabolic process  P  over  
GO:0016671  oxidoreductase activity, acting on sulfur group of donors, disulfide as acceptor  F  over  
GO:0009069  serine family amino acid metabolic process  P  over  
GO:0016667  oxidoreductase activity, acting on sulfur group of donors  F  over  
GO:0044272  sulfur compound biosynthetic process  P  over  
GO:0016814  hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide) bonds, in cyclic amidines  F  over  
GO:0009055  electron carrier activity  F  over  
GO:0016053  organic acid biosynthetic process  P  over  
GO:0046394  carboxylic acid biosynthetic process  P  over  
GO:0008652  cellular amino acid biosynthetic process  P  over  
GO:0003824  catalytic activity  F  over  
GO:0055114  oxidation reduction  P  over  
GO:0006790  sulfur metabolic process  P  over  
GO:0060089  molecular transducer activity  F  over  
GO:0004871  signal transducer activity  F  over  
GO:0016740  transferase activity  F  over  
GO:0008152  metabolic process  P  over  
GO:0046906  tetrapyrrole binding  F  over  
GO:0051539  4 iron, 4 sulfur cluster binding  F  over  
GO:0033741  adenylyl-sulfate reductase (glutathione) activity  F  over  
GO:0044106  cellular amine metabolic process  P  over  
GO:0016830  carbon-carbon lyase activity  F  over  
GO:0009308  amine metabolic process  P  over  
GO:0016491  oxidoreductase activity  F  over  
GO:0046524  sucrose-phosphate synthase activity  F  over  
GO:0004350  glutamate-5-semialdehyde dehydrogenase activity  F  over  
GO:0004349  glutamate 5-kinase activity  F  over  
GO:0019202  amino acid kinase activity  F  over  
GO:0003842  1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase activity  F  over  
GO:0009044  xylan 1,4-beta-xylosidase activity  F  over  
GO:0006767  water-soluble vitamin metabolic process  P  over  
GO:0042364  water-soluble vitamin biosynthetic process  P  over  
GO:0006766  vitamin metabolic process  P  over  
GO:0009110  vitamin biosynthetic process  P  over  
GO:0005506  iron ion binding  F  over  
GO:0006561  proline biosynthetic process  P  over  
GO:0048307  ferredoxin-nitrite reductase activity  F  over  
GO:0016664  oxidoreductase activity, acting on other nitrogenous compounds as donors, iron-sulfur protein as 
acceptor  
F  over  
GO:0016810  hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide) bonds  F  over  
GO:0016829  lyase activity  F  over  
GO:0020037  heme binding  F  over  
GO:0016656  monodehydroascorbate reductase (NADH) activity  F  over  
GO:0004014  adenosylmethionine decarboxylase activity  F  over  
GO:0006597  spermine biosynthetic process  P  over  
GO:0008215  spermine metabolic process  P  over  
GO:0006560  proline metabolic process  P  over  
GO:0043436  oxoacid metabolic process  P  over  
GO:0019752  carboxylic acid metabolic process P  over 
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Fisher's Exact Test 
Test-Set: SGN 26-22 ONLY Ai et Ar POUR bLASDTTOGO.txt 
Test all Gene Ontology terms if they are enriched in a test group when compared to a reference group using Fisher's Exact Test with Multiple 
Testing Correction of FDR (Benjamini and Hochberg).  
GO Term  Name  Type  Over/Under 
GO:0006354  RNA elongation  P  over  
GO:0030528  transcription regulator activity  F  over  
GO:0005942  phosphoinositide 3-kinase complex  C  over  
GO:0016303  1-phosphatidylinositol-3-kinase activity  F  over  
GO:0035004  phosphoinositide 3-kinase activity  F  over  
GO:0048015  phosphoinositide-mediated signaling  P  over  
GO:0048017  inositol lipid-mediated signaling  P  over  
GO:0046854  phosphoinositide phosphorylation  P  over  
GO:0046834  lipid phosphorylation  P  over  
GO:0016301  kinase activity  F  over  
GO:0004749  ribose phosphate diphosphokinase activity  F  over  
GO:0019932  second-messenger-mediated signaling  P  over  
GO:0010033  response to organic substance  P  over  
GO:0016778  diphosphotransferase activity  F  over  
GO:0006471  protein amino acid ADP-ribosylation  P  over  
GO:0016772  transferase activity, transferring phosphorus-containing groups  F  over  
GO:0001727  lipid kinase activity  F  over  
GO:0046488  phosphatidylinositol metabolic process  P  over  
GO:0010200  response to chitin  P  over  
GO:0003702  RNA polymerase II transcription factor activity  F  over  
GO:0009743  response to carbohydrate stimulus  P  over  
GO:0030258  lipid modification  P  over  
GO:0006650  glycerophospholipid metabolic process  P  over  
GO:0009156  ribonucleoside monophosphate biosynthetic process  P  over  
GO:0046486  glycerolipid metabolic process  P  over  
GO:0009161  ribonucleoside monophosphate metabolic process  P  over  
GO:0009124  nucleoside monophosphate biosynthetic process  P  over  
GO:0009123  nucleoside monophosphate metabolic process  P  over  
obsolete_molecular_function   N  over  
GO:0004428  inositol or phosphatidylinositol kinase activity  F  over  
GO:0003746  translation elongation factor activity  F  over  
GO:0050794  regulation of cellular process  P  over  
GO:0009116  nucleoside metabolic process  P  over  
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Fisher's Exact Test 
Test-Set: SGN 26-22 COMMON POUR bLASDTTOGO.txt 
Test all Gene Ontology terms if they are enriched in a test group when compared to a reference group using Fisher's Exact Test with Multiple 
Testing Correction of FDR (Benjamini and Hochberg).  
GO Term  Name  Type  Over/Under  
GO:0016480  negative regulation of transcription from RNA polymerase III promoter  P  over  
GO:0006359  regulation of transcription from RNA polymerase III promoter  P  over  
GO:0006383  transcription from RNA polymerase III promoter  P  over  
GO:0051253  negative regulation of RNA metabolic process  P  over  
GO:0045892  negative regulation of transcription, DNA-dependent  P  over  
GO:0051172  negative regulation of nitrogen compound metabolic process  P  over  
GO:0045934  negative regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process  P  over  
GO:0010629  negative regulation of gene expression  P  over  
GO:0009890  negative regulation of biosynthetic process  P  over  
GO:0031327  negative regulation of cellular biosynthetic process  P  over  
GO:0010558  negative regulation of macromolecule biosynthetic process  P  over  
GO:2000113   N  over  
GO:0008967  phosphoglycolate phosphatase activity  F  over  
GO:0031324  negative regulation of cellular metabolic process  P  over  
GO:0010605  negative regulation of macromolecule metabolic process  P  over  
GO:0008270  zinc ion binding  F  over  
GO:0009892  negative regulation of metabolic process  P  over  
GO:0003677  DNA binding  F  over  
GO:0048523  negative regulation of cellular process  P  over  
GO:0048519  negative regulation of biological process  P  over  
GO:0005634  nucleus  C  over  
GO:0005730  nucleolus  C  over  
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helix-loop-helix dna-binding 
dna binding 
prokaryotic dna 
dna topoisomerase i 
dna polymerase alpha catalytic 
dna polymerase lambda 
dna polymerase epsilon subunit 1 
dna repair helicase 
dna-damage-inducible protein 
copalyl diphosphate synthase 
allene oxide synthase 
anthranilate synthase component 
class iii chitinase 
nadph:protochlorophyllide oxidoreductase a 
1-deoxyxylulose 5-phosphate synthase 
acetylornithine deacetylase 
phosphoribosylformylglycinamidine synthase 
pyruvate kinase 
polyphenol oxidase 
isochorismate synthase 
purine permease 
gibberellin 20-oxidase 
8-amino-7-oxononanoate synthase 
class iii chitinase 
ferric reductase-like transmembrane component 
rna polymerase sigma factor 
ripening-related p-450 enzyme 
cinnamyl alcohol dehydrogenase 
aspartyl-trna synthetase 
phospholipase c 
beta-amyrin synthase 
anthranilate n-benzoyltransferase 
ent-kaurenoic acid oxidase 
serine carboxypeptidase ii 
6-phosphofructokinase 2 
glutamate decarboxylase 
beta-amyrin synthase 
lanatoside 15 -o-acetylesterase-like 
purple acid phosphatase 
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase 
polyphenol oxidase 
enoyl-acp reductase 
udp-glucose:flavonoid glucoside -glucosyltransferase 
prolyl-trna synthetase 
fructose-bisphosphate aldolase 
ubiquitin-conjugating enzyme 2 
pyrophosphate--fructose-6-phosphate 1-phosphotransferase 
nadh ubiquinone oxidoreductase b22-like subunit 
ubiquitin-conjugating enzyme e2 36 
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carboxypeptidase d 
phosphoethanolamine n-methyltransferase 
pectate lyase 
peroxidase 64 
peroxidase 43 
heat shock protein 70 
act domain-containing small subunit of acetolactate synthase 
protein 
proton-dependent oligopeptide transport family protein 
mlp-like protein 28 
33kda precursor protein of oxygen-evolving complex 
retrotransposon protein 
hsc70-interacting protein 
gag-pol polyprotein 
heparanase-like protein 3 
calcium-binding protein 
acyl- -binding protein 
cbl-interacting protein kinase 1 
pectin methlyesterase inhibitor protein 1 
ap2 domain cbf protein 
afg1-like protein 
kinase family protein 
bacterial transferase hexapeptide repeat-containing protein 
disease resistance-like protein 
signal recognition particle 19 kda protein 
ring fyve phd zinc finger-containing protein 
cytosolic class i small heat shock protein 2a 
minichromosome maintenance protein 
glycosyl hydrolase family protein with chitinase insertion domain 
udp-glycosyltransferase-like protein 
silencing group a protein 
apyrase-like protein 
pentatricopeptide repeat-containing protein 
alpha- -glucan-protein synthase 
gl1 protein 
protein wax2 
50s ribosomal protein l21 
thiamine biosynthesis protein 
beta-glucosidase-like protein 
biofilm formation regulatory protein 
rnase h domain-containing protein 
isoflavone reductase-like protein 
subtilase family protein 
cytochrome p450 
alpha-expansin 1 
60s ribosomal 
sulfate transporter 
gibberellin 20 
erd6-like transporter 
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short chain alcohol 
desacetoxyvindoline 4- 
cyclic nucleotide-gated ion 
polyubiquitin 10 
pak inhibitor 
nitrate transporter 
mip nip subfamily 
transferring glycosyl 
glucosyl glucuronosyl 
ap2 domain-containing transcription factor 
amp dependent 
auxin efflux carrier component 
indole-3-acetic acid inducible 33 
nac domain ipr003441 
oleosin low molecular weight isoform 
thioredoxin y 
retrotransposon ty3-gypsy subclass 
anthocyanin 5-aromatic 
cytochrome p450 
alpha-expansin 1 
60s ribosomal 
sulfate transporter 
gibberellin 20 
erd6-like transporter 
short chain alcohol 
desacetoxyvindoline 4- 
cyclic nucleotide-gated ion 
polyubiquitin 10 
pak inhibitor 
nitrate transporter 
mip nip subfamily 
transferring glycosyl 
glucosyl glucuronosyl 
ap2 domain-containing transcription factor 
amp dependent 
auxin efflux carrier component 
indole-3-acetic acid inducible 33 
nac domain ipr003441 
oleosin low molecular weight isoform 
thioredoxin y 
retrotransposon ty3-gypsy subclass 
anthocyanin 5-aromatic 
 
